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Vergleichende Glykolyse- und Atmungsversuche 
mit Glykogen und Fructosediphosphat im Muskel*) 
Von 


Béla Tank6é 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Debrecen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juni 1942) 





Friithere Arbeiten von Bodnar und Mitarbeiter beschaftigten 
sich mit dem anaeroben Abbau des Kohlenhydrats in tierischen 
Zellen!), sowie in héheren Pflanzen?) und lieferten Beweise fiir die 
Auffassung, daB der biologische Zuckerabbau tiber phosphorylierte 
Zwischenprodukte fiihrt. In der vorliegenden Arbeit wurde das 
Studium auf die Verkniipfung von Glykolyse und Atmung des 
Muskels erweitert. Dabei wurde von der bekannten Tatsache aus- 
gegangen, dafs Fructosediphosphat in vitro durch verschiedene 
Hefe-, oder Muskelpriparate unter anaeroben Bedingungen lang- 
samer abgebaut wird als nichtphosphoryliertes Kohlenhydrat’). 
Diese Verschiedenheit der Abbaugeschwindigkeit, oder anders aus- 
gedrickt das Zustandekommen der 1. und 2. Harden-Young- 
schen Phase, stellt ein grundlegendes Problem dar und _ beriihrt 
zumal die oft umstrittene Frage, wie weit man aus Versuchen 
in vitro Riickschliisse auf den Zuckerabbau in der lebenden Zelle 
ziehen kann, wo sich keine phosphorylierten Zwischenprodukte 
anhaéufen. 

Die neuesten Untersuchungen von Negelein und Brémel*) sowie von 
Warburg und Christian) erkliren auf iiberraschende Weise, warum Fruc- 
tosediphosphat allein langsamer vergoren wird als freier Zucker: durch Fehlen 
eines geeigneten Phosphatacceptors wird nicht nur der weitere Abbau der 
Phosphobrenztraubensaure [vgl. Meyerhof und KieBling®)], sondern auch 
die Dehydrierung des vorlaufig allerdings noch hypothetischen 1,3-Glycerin- 
aldehydphosphats verhindert. AuBer einem geeigneten Phosphatacceptor muB 
aber auch freies anorganisches Phosphat vorhanden sein, um die Bildung der 
Diphosphotriose zu erméglichen. Auf diese Umstande darf also das Ein- 


setzen der langsamen Abbauperiode zuriickgefiihrt werden, nachdem freier 
Zucker oder freies Phosphat oder beide gleichzeitig verbraucht sind. Die 


| *) Diese Untersuchungen wurden durch die Stiftung des Herzogs 
Pal Esterhazy unterstiitzt. 
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Koppelung der Dehydrierung des Triosephosphats mit einer Phosphatver- 
esterung wird so zum erstenmal chemisch gedeutet. Nicht hinreichend scheint 
aber aufgeklart zu sein, warum sich tiberhaupt Fructosediphosphat in vitro 
anhauft, in vivo aber nicht. Jost und Embde’) schreiben die Anreicherung 
des Diphosphats in MuskelpreBsaften und -extrakten einer Schwachung der 
Triosephosphatisomerase zu, die so das Dioxyacetonphosphat nicht schnell 
genug in das dehydrierungsfahige Glycerinaldehydphosphat itiberfiihrt; da- 
durch wird also auBer dem Ketotriosephosphat auch eine dem Gleichgewicht 
entsprechende Menge von Fructosediphosphat stabilisiert. Jiingst wurde von 
Okl meyer’) entdeckt, daB der Ubergang Hexosemonophosphat -> Diphosphat 
bei der alkoholischen Garung an die Gegenwart eines Komplementes (ver- 
mutlich ein bisher unbekanntes Adeninnucleotid) gebunden ist. Ob dieses 


Komplement — dem laut Ohlmeyer und Mehmke®) auch bei der Glykolyse 
eine ahnliche Rolle zukommt — an dem Zustandekommen der 1. und 2. Har- 


den-Youngschen Phase irgendwie beteiligt ist, bleibt noch zu priifen. 


Wahrend wir schon tber mehrere mégliche Ursachen des 
Zustandekommens der raschen und langsamen Periode des an- 
aeroben Zuckerabbaus in vitro orientiert sind, wurde die Frage 
noch nicht gepriift, in welchem Mae diese Erscheinung im aero ben 
Zuckerabbau zutage tritt? Diese Frage wird am zweckmiafigsten 
so formuliert: wie rasch wird, und zwar im Vergleich zur Milch- 
sdurebildung, aus denselben Substraten durch dasselbe — von 
eigenen Donatoren méglichst befreite — Versuchsobjekt einerseits 
Glykogen, andererseits Diphosphat veratmet? Zum Versuch sollte 
Muskel gewahlt werden, weil fiir ihn der phosphorylierende Zucker- 
abbau typisch ist. 


Von vornherein war eine Analogie zwischen dem anaeroben 
und aeroben Abbau in dieser Beziehung nicht zu erwarten. Man darf 
wohl annehmen, daB die Atmung von der Glykolyse vom Pyruvat 
angefangen abweicht und nur bis zu dieser Stufe grundsatzlich iiber 
dieselben Zwischenprodukte fiihrt [vgl. hierzu auch die Arbeiten von 
Jost und Gutermuth, sowie Jost®)|, wenn auch bei der Triose- 
phosphatdehydrierung verschiedene H,-Acceptoren be- 
teiligt sind. Die an viel mehr Katalysatoren gebundene Atmung 
ist in den Muskelpraparaten stirker geschadigt als der glykoly- 
sierende Komplex. Die Atmung mag durch Reaktionen limitiert 
sein, welche in die vorbereitenden Phasen nicht eingeschaltet sind. 
Glykogen als stiérkerer Milchséurebildner braucht noch nicht zu- 
gleich besser veratmet zu werden, es ist jedoch zu erwarten, daB es 
wenigstens nicht langsamer verbrannt wird als Diphosphat. 
Um so mehr fallt Bangas!*) [vgl. auch Banga und Szent- 
Gyorgyi™)| Bemerkung auf, wonach das Glykogen in ihrem 
System das Diphosphat — gemessen am verbrauchten 0, — nur 
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um 40°/, ersetzen konnte. Dieser mit den bisherigen Kenntnissen 
und Erfahrungen auf dem Gebiete des anaeroben Zuckerabbaus 
nicht leicht verembare Befund hatte sogar den Anschein, als ware 
vielleicht in Bangas Versuchsobjekt das Verhaltnis zwischen 
Glykogen und Diphosphat — von Banga wurde dies nicht ge- 
priaft — auch bei der Glykolyse umgekehrt. 


Wie Orientierungsversuche ergaben, wurden durch an der Zentrifuge 
zweimal mit 20 Teilen Wasser gewaschenen Taubenmuskelbrei nach Zugabe 
von Phosphat, Cozymase, Adenylsiure und Me” aus Glykogen 17, aus 
Diphosphat 10, ohne Donator 3 mg Milchsaure in 4 Stunden (auf 0,5 g nativen 
Brei gerechnet) gebildet. Trotz diesem ausgepragten Unterschied zwischen den 
Donatoren schien dieses Versuchsobjekt fiir vergleichende Atmungsversuche 
nicht geeignet zu sein, weil einerseits die O,-Aufnahme auch mit Fumarat zu 
niedrig war, andererseits aber auch ohne Donatoren etwa so viel betrug wie 
mit den Donatoren. Ohne auf die Ursachen dieser Verhaltnisse einzugehen, 
wurden alle weiteren Versuche — schon aus dem erwahnten Grunde — mit 
dem von Banga beschriebenen Praparat aus Taubenbrustmuskel durchgefiihrt, 
das nach Angaben der Verfasserin eine hinreichende Entfernung der eigenen 
Donatoren erméglichen sollte: aus der nach Zentrifugieren der Suspension 
erhaltenen Fliissigkeit werden wichtige Enzymproteine — die sonst beim tib- 
lichen einfachen Waschen des Muskels verloren gehen — mit Aceton nieder- 
veschlagen und als ,,Aktivator“ dem ,,Enzym“ zugesetzt. 

Frihere Beobachtungen im hiesigen Institut ergaben, daB 
durch Zusatz von anorganischem Phosphat die Milchséurebildung 
des gewaschenen Taubenmuskels aus Diphosphat — dessen Spalt- 
produkte ja laut der damaligen Auffassung schon nicht weiter phos- 
phoryliert zu werden brauchten — gesteigert wird. Es handelte 
sich dabei nicht um eine Pufferwirkung, da das pu der Ansitze 
durch das Diphosphat selbst und durch NaHCO, auf gleichen 
Werten gehalten war. Schon damals??) wurde daraus der SchluB 
gezogen, daB dem anorganischen Phosphat im Zuckerabbau auBer 
seiner Rolle als Puffer (durch andere Puffer ersetzbar) und als 
Komponent der bis dahin bekannten Phosphorylierungen noch 
eine weitere Funktion in der mit Cozymase verkniipften Oxydo- 
reduktion zukommt. Die Richtigkeit dieser Annahme wurde dann 
auch durch die genannten Ergebnisse der Warburgschen Schule 
bewiesen (vgl. 5.1). Da in allen hier zu beschreibenden Ver- 
suchen anorganisches Phosphat zugegen war (vgl. Methodik), so 
blieb auBer dem nach Jost und Kmbde’) anzunehmenden Um- 
stand der Mangel an Phosphatacceptor als Ursache des langsameren 
Abbaus des Diphosphats. 

In Tab. I sind aus zahlreichen anderen nur drei zu verschiedenen 
Zeiten mit verschiedenen Versuchstieren durchgefiihrte Versuche 
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Tabelle I 


O,Verbrauch und Milchsiurebildung in Glykogen- bzw. Di- 
phosphatversuchen 


Jeder Ansatz (vgl. Methodik S. 12) enthielt Enzym, Aktivator, Adenylséure 
und die unten angegebenen Zusatze 

















Milchséure mg 
O, cmm ae ca ae 
Nr. Zuasatze 60 Min. 
a eae ere oes 2) Cena 
10 Min. | 60 Min. | Luft |Vakuum 
03mg | Glykogen 85 309 2,0 Ss 
1 Cozymase, Diphosphat 210 725 1A 5,4 5.5 
Fumarat | 218 730 3,0 3,4 
0.2mg | Glykogen 56 140 1,4 1,5 
2 Cozymase, | Diphosphat 102 290 10 8,3 8,5 
Fumarat 128 370 | 4,7 5,2 
0,3 mg Glykogen 68 18] 1,5 1,8 
3} Cozymase | Diphosphat 105 390 1,2 6,3 6,5 
| 194 575 3,1 3,6 


geschildert*). O,-Aufnahme und Milchsiurebildung wurden in den- 
selben Ansitzen bestimmt, aber auch die Glykolyse im Vakuum 
gemessen bei sonst gleichen Ansitzen. Die O,-Aufnahme mit Di- 
phosphat als Donator kann ebensoviel betragen wie mit Glykogen 
(Nr. 1), doch kann auch ein ausgepragter Unterschied bestehen 
(Nr. 2 und 3). Die Entfernung der eigenen Donatoren gelang uns 
meistens nicht so gut wie von Banga beschrieben. Obwohl man 
nicht weiB, in welchem Mafe die eigenen Donatoren beim Zusatz 
von Glykogen oder Diphosphat ausgeniitzt werden, darf man doch 
die ohne Donator erhaltenen Zahlen abziehen: dann ergibt sich als 
dem Glykogen bzw. dem Diphosphat zuzuschreibender Mehr- 
verbrauch in Versuch Nr. 2 150 bzw. 230, in Versuch Nr. 3 209 
baw. 394 cmm O,. Demnach kann also Glykogen das Diphosphat 
in diesen Fallen nur um 65 bzw. 53°/, ersetzen. In den meisten Ver- 
suchen waren die Verhaltnisse ahnlich, doch gab es auch Befundoe 
wie in Nr. 1 sowie Ubergangsfille, wo der Unterschied nicht so 
ausgeprigt war. Wie verhalten sich nun die Donatoren bei der 
Glykolyse? Aus den Milchsiurewerten (korrigiert, vgl. Methodik) 
geht eindeutig hervor, da8 aus Diphosphat iiberall weniger Milch- 
siure gebildet wird als aus Glykogen, und zwar selbst in jenen Fallen, 
wo Bangas Befund im wesentlichen reproduziert werden konnte. 

*) In simtlichen Tabellen sind die Versuchsergebnisse auf den ganzen 
Ansatz berechnet. 
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Zieht man die Zahlen ohne Donator auch hier ab, so ergeben sich 
als Mehrbildung aus Glykogen bzw. Diphosphat in den drei aeroben 
Ansitzen der Reihe nach 3,4, 6,9 und 4,7 bzw. nur 1,0, 3,8 und 
1,5 mg Milchséure. Mit Diphosphat wurden also nur 29, 48 und 
32°/) der in denselben Versuchen mit Glykogen gemessenen Milch- 
sduremengen erhalten. Zu ahnlichen Ergebnissen fiihrt auch die 
Berechnung der Daten der Vakuumversuche. 

Der Umstand, da in aeroben Ansaitzen durchweg nur uin etwa 
0,2—0,5 mg weniger Milchsaéure entstand (die Unterschiede hegen 
manchmal innerhalb der Fehlergrenzen) als im Vakuum, weist auf 
eine starke Schadigung des Systems hin. Nativer Muskelbrei selbst 
untersucht bildete im aeroben Ansatz (ebenfaiis nur Luft) nur etwa 
die Halfte der gleichzeitig im Vakuum entstandenen Milchsaure- 
menge, die Schidigung muB8 also gréRtenteils nicht wahrend des 
Zerkleinerns des Muskels durch die Lata pie-Mihle[vgl. Kutscher 
und Sarreithers!%) Untersuchungen betreffs Maschinen- und 
Scherenbrei}, sondern erst nachher wahrend der Darstellung des 
Enzyms und des Aktivators zustande gekommen sein. 

Vom Standpunkt der zu prifenden Frage lieB sich also fest- 
stellen, daB sich Glykogen und Diphosphat bei der Glykolyse auch 
unter Bangas Versuchsbedingungen 4hnlich verhalten wie in 
anderen Muskelpraparaten in vitro. In den Fallen, wo mit beiden 
Substraten gleiche Mengen O, verbraucht werden, gibt es auch 
keinen Widerspruch, wohl aber in jenen Versuchen, in welchen mit 
Diphosphat mehr O, aufgenommen wird als mit Glykogen, ob- 
gleich in der vorbereitenden Phase — an der Glykolyse beurteilt — 
voribergehend weniger Pyruvat geliefert wird (hier dirfte sich 
namlich eine Verzweigung in Richtung des oxydativen Abbaus an- 
schheBen). Man sollte eigentlich annehmen, da8 unter aeroben Be- 
dingungen aus Diphosphat eben deshalb weniger Milchsaure ent- 
steht, weil die Atmung gréBer ist, der Weg des Abbaus also in die 
Richtung der Verbrennung gelenkt wird. Laut Daten der Tab. I 
trifft dies nicht zu. Erstens ist die Differenz zwischen den aeroben 
Milchséiurewerten zu groB, um durch den O,-Mehrverbrauch im Di- 
phosphatversuch gedeckt werden zu kénnen: mit 0,9 mg Milch- 
saure aquivalentes (0,01 Millimol) Pyruvat wiirde ja zur voélligen 
Verbrennung — statt zu Milchséure hydriert zu werden — 560 cmm 
O, bendtigen. Zweitens bleibt der Unterschied der Glykolyse 
zwischen Glykogen und Diphosphat um denselben Betrag auch 1m 
Vakuum bestehen. Bevor man aber tberhaupt auf die Ursachen 
und Bedeutung des Widerspruchs (vgl. oben) eingehen darf, war 
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zunichst die Frage zu behandeln, warum solch ein Widerspruch 
nicht immer zum Vorschein kommt? Auf welche variierbare Fak- 
toren kann es — iiber individuelle Verschiedenheiten der Ver- 
suchstiere hinaus — zuriickgefiihrt werden, da8 das Verhaltnis der 
mit Glykogen und Diphosphat verbrauchten O,-Mengen so weiten 
Schwankungen unterliegt? Bleiben die Glykolyseversuche auch 
unter verschiedenen Bedingungen so eindeutig, wie es aus Tab. I 
hervorgeht ? 

Was den Hinflu8 der Substratkonzentration betrifft so ist 
jedenfalls zu bedenken, daB die Menge des aus dem Glykogen ent- 
standenen und teilweise weiter umgesetzten Diphosphats sicherlich 
geringer ist, als wenn man die dem Glykogen aquivalente Kohlen- 
hydratmenge vollstiindig phosphoryliert auf einmal hinzusetzt. Da 
sich aber die Menge des Diphosphats in beiden Ansaétzen — und 
zwar in gegensitzlicher Richtung — indert, wire eine fortlaufende 
Zugabe des Diphosphats so, daB seine Menge der jeweiligen Kon- 
zentration desselben im Glykogenversuch entspricht, kaum durch- 
gufihren. Am zweckmaBigsten schien es, von beiden Substraten 
aquivalente Mengen (entsprechend 18 mg =0,1 Millimol Hexose) 
vorzulegen. Wie besondere Versuche bewiesen, hatte die Steige- 
rung der Substratkonzentration von 10mg (als Hexose aus- 
gedriickt) aufwirts bis 20 mg schon weder im O,-Verbrauch noch 
in der Glykolyse eine merkliche Anderung zur Folge; mit den 
gebrauchten Mengen war also das Optimum sicherlich erreicht. 





Allerdings war die Substratkonzentration — da sie nicht limi- 
tierend wirkte — nicht mit den Schwankungen in Zusammen- 


hang za bringen. 

In Versuchen der Tab. II wurde dagegen gefunden, daB die 
O,-Aufnahme durch Steigerung der Cozymasekonzentration bei 
Glykogen und Diphosphat auf verschiedene Weise beeinfluBt wird. . 
Bei Glykogen verlaiuft der Zuwachs steiler als beim Diphosphat, 
folglich sind die Unterschiede ohne oder mit kleinem Cozymase- 
zusatz am gréBten. Ohne zugesetzte Cozymase werden im Gly- 
kogen- baw. Diphosphatversuch 230 bzw. 390, und mit 0,6 mg Co- 
zymase 420 baw. 470 cmm O, aufgenommen. Diese Befunde sind 
mit der von der anaeroben Seite her lingst bekannten auf die 
Atmung jedoch noch nicht itbertragenen Erfahrung im Einklang, 
da Diphosphat auch ,ohne Co-Ferment‘:, d. h. mit viel weniger 
Cozymase als Glykogen abgebaut werden kann). Aus den Milch- 
saurewerten der Tabelle gcht erwartungsgemiB hervor, daB eine 
Krhohung der Cozymasemenge von 0,05 auf 0,6 mg die Glykolyse 
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Tabelle II 


Einflu8B der Cozymasekonzentration auf die O,-Aufnahme und 
auf die aerobe Milchsaurebildung 

Jeder Ansatz enthielt Enzym, Aktivator, Adenylsiure, Fumarat und die 

angegebenen Zusitze bzw. Cozymasemengen. Versuchszeit 50 Minuten. Die 

Milchséure wurde nur in den Versuchen mit 0,05 und 0,6 mg Cozymasezusatz 














bestimmt 

a | om Oe 0,1 4 0,3 : é i 0,6 ; 

Zusatze Bestimmung — 

mg Cozymase 

< O, 160 | — | = _ 200 
Glykogen cmm 230 , 270 | 330 = 370 420 
Diphosphat 390 420 | 480 | 445 470 
sae Milchsaure — |} Ee pa | 1,6 
Glykogen mg — | 16; — | — | 6,8 
Diphosphat — | 27 | — | — | 38,4 


aus Glykogen miachtig steigert, von 0,3 auf 4,7 mg (zugehdérige 
Werte ohne Donator abgezogen), wihrend sich die Glykolyse aus 
Diphosphat nur von 1,4 auf 1,8 mg andert. Vergleicht man die 
mit geringer Cozymasemenge angesetzten Versuche miteinander, 
so scheint sogar kein Widerspruch zwischen Glykogen und Di- 
phosphat zu bestehen, da in diesem Falle das Diphosphat sowohl 
im Q,-Verbrauch als auch in der Milchséurebildung dem Glykogen 
iiberlegen ist. Die Verhiltnisse aus Versuchen mit solchen sub- 
optimalen Mengen Cozymase zu ermitteln ware jedoch offen- 
sichtlich falsch. 


In Versuchen der Tab. III wurde die Menge der zugesetzten 
Adenylsiure ohne und mit Co-Zymase variiert. Der O,-Verbrauch 
wird bei Glykogen durch beide Co-Fermente gesteigert und das- 
selbe gilt auch fir die Milchséurebildung. Beim Diphosphat ist 
aber eine Hemmung der QO,-Aufnahme durch Adenylséure zu 
erkennen, die zum Teil auch in Gegenwart von Cozymase bestehen 
bleibt. Die Steigerung der O,-Aufnahme durch Cozymase (0,5 mg) 
wird von der Menge der Adenylsiure beeinfluBt: beim Glykogen 
ist die Steigerung mit wenig Adenylsiure gréBer, und zwar betrigt 
sie mit 0,25 mg zugesetzter Adenylsiure 196 — 126 = 70, mit 2 mg 
dagegen nur 215 — 174 =41 cmm O,. Beim Diphosphat sind die 
Verhaltnisse umgekehrt: mit 0,25 mg Adenylsiure wird der O,-Ver- 
brauch nur um 3830 — 305 = 25, mit 2mg aber um 300 — 255 
=45cmm durch Cozymase erhéht. In Einklang damit stehen 
auch die Versuche der Tab. II, wo in Gegenwart von 0,5 mg zu- 














aetna 
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Tabelle Ill 


EinfluB der Adenylsdurekonzentration auf die O,-Aufnahme und 
auf die aerobe Milchsaurebildung mit und ohne Cozymase 
Jeder Ansatz enthielt Enzym, Aktivator, Fumarat und die angegebenen 
Zusi&itze bzw. verschiedene Mengen Adenylsaure. Versuchszeit 50 Minuten 


























O, cmm mit a ae ¥ 

Zusatze ee 0.25 ey 7 _— | 2 

| ~ mg Adenylsaure 7 

Glvk Cozymase | — | 196 | 210 215 — | 6,2 
iaissicit _ 122 126 150 1743 | 4,6 

: Cozymase — | 330 | 315 | 300 | — | 4,7 

Diphosphat i 325 305 270 | 255 | 1,2 | 3,8 


gesetzter Adenylsiure die Cozymase im Diphosphatversuch einen 
kleineren EinfluB auf die O,-Aufnahme hatte als im Glykogen- 
versuch. Wie jedoch die Milchséurewerte zeigen, wird die Glykolyse 
auch beim Diphosphat durch Adenylséure in gleichem Sinne 
beeinflu8t wie beim Glykogen: ohne Cozymase setzen 2 mg 
Adenylsaure die O,-Aufnahme von 325 auf 255 emm herab, erhéhen 
dagegen die Milchséurebildung von 1,2 auf 3,8 mg. Ks bleibt un- 
erklart, warum die Oxydoreduktionen durch Adenylséure gehemmt 
werden sollten, wenn doch dadurch die O,-Aufnahme im Glykogen- 
versuch gesteigert wird. Die hier gebrauchten Adenylsiuremengen 
entsprechen den in Glykolyseversuchen iiblichen Konzentrationen 
[vgl. z. B. Curtius und Ohlmeyer?4)|. Ob eine Hemmung auf 
analoge Weise zustande kommt, wie von Straub?!) betreffs der 
Lacticodehydrase beschrieben, ist kaum wahrscheinlich. Gre- 
ville?*) fand zwar in Atmungsversuchen — ebenfalls mit Tauben- 
muskel (Suspension nach Banga) — ein scharfes Optimum der 
Cozymasekonzentration bei 0,6mg auf 2 ccm Gesamtvolumen; 
dabei betrug aber die Reinheit des in diesen Versuchen gebrauchten 
Praparates nur etwa 50°/, (ACo = 350,000). Die von ihm beob- 
achtete Hemmung der Atmung durch mehr als 0,6 mg diirfte viel- 
leicht eben auf den Adenylsiuregehalt des Priparates zuriick- 
gefiuhrt werden. 

Aus den Versuchen der Tab. II und IIT geht hervor, da8 durch 
verschiedene Cozymase- und Adenylsiuremengen bzw. durch ein 
Zusammenspiel derselben das Verhiltnis des O,-Verbrauchs bei 
Glykogen und bei Diphosphatzusatz zwischen ziemlich weiten 
Grenzen geindert wird, wahrend aus Glykogen — wenn nur nicht 
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zu wenig Cozymase zugegen ist — immer mehr Milchsaure gebildet 
wird als aus Diphosphat. Zieht man in Betracht, daB der eigene 
Co-Fermentgehalt des Versuchsmaterials verschieden sein kann, 
so kénnen die erwahnten Schwankungen (vgl. 8. 4) wenigstens 
teilweise schon hierauf zuriickgefiihrt werden, besonders in Ver- 
suchen, wo nur 0,2—0,3 mg Cozymase_zugesetzt und das System — 
zur Schonung der Aktivitét —- nicht besonders gereinigt wurde 
(vgl. Methodik). 

Um die Méglichkeit zu priifen, ob die Verhaltnisse auch von 
Fumarat beeinflu8t werden kénnen (vgl. Tab. I Nr. 8), wurden 
Versuche mit und ohne Fumarat an demselben Versuchsmaterial 
durchgefiihrt. Wie aus Daten der Tab. IV ersichtlich, wird durch 
©,-Dicarbonsaure die O,-Aufnahme bei beiden Donatoren gesteigert, 


Tabelle IV 


EinfluB des Fumarats auf den O,-Verbrauch und auf die aerobe 
Milchsaurebildung 
Jeder Ansatz enthielt Enzym, Aktivator, Cozymase, Adenylsiure und die 
unten angegebenen Zusatze. Versuchszeit 50 Minuten 
































O, cmm . | Milchsaure mg 
Zusatze mit | ohne | mit | ohne 
Fumarat 
wih oad ag Spike 45 | 1% | 1,2 1,4 
Glykogen. .... 345 | 250 5.3 5.6 
Diphosphat . . .. 425 | 340 2,7 2,9 


die unter aeroben Bedingungen gebildeten Milchséuremengen 
etwas herabgesetzt, sonst bleibt aber der Unterschied im O,-Ver- 
brauch zwischen Glykogen und Diphosphat bestehen. Glykogen ist 
dem Diphosphat als Milchsaurebildner auch ohne Fumaratzusatz 
uberlegen; damit ist die Méglichkeit des methodischen Fehlers zu 
streichen, daB die gréBere Milchsdéurebildung aus Glykogen viel- 
leicht durch eine Mithestimmung von Malat [vgl. Kutscher und 
Sarreither?’)] vorgetauscht sei. 

Im Anschlu8 an die Untersuchungen betreffs der Co- 
Fermente wurde auch die Frage des Aktivators als emer méglichen 
Ursache der Schwankungen berihrt. Laut Befunden von Banga 
soll der Aktivator zur O,-Aufnahme unbedingt notwendig sein. 
Aus Ergebnissen der Tab. V geht jedoch hervor, daB bei Di- 
phosphat in Gegenwart von Cozymase auch ohne Aktivator 
580 emm QO, verbraucht werden und durch Aktivatorzusatz erfolgt 
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nur die geringe Steigerung auf 550cmm. Wird keine Cozymase 
zugesetzt, so steigert schon der Aktivator von 190 auf 470 cmm, 
nach kurzem Aufkochen (8 Minuten) ebenfalls auf 480 emm, kann 
aber in seiner Wirkung durch Cozymase nicht nur ersetzt, sondern 
sogar iibertroffen werden (530 cmm). Diese Beobachtungen weisen 
darauf hin, daB die Wirkung des Aktivators auf den O,-Verbrauch 


Tabelle V 


Wirkung des Aktivators auf die O,-Aufnahme 
Jeder Ansatz enthielt Enzym, Aderylsiure und Fumarat: Substrat, Akti- 
vator (= A) und Cozymase wie unten angegeben. Versuchszeit 50 Minuten. 
Nr. 1 und 2 mit zwei verschiedenen Versuchstieren 


























O, cmm mit 
Nr. Substrat eee vege aufge- | Cozy- | A +- Co- 
an kochtemA mase | zymase 
1 | Diphosphat . .| 190 470 480 530 550 
2 Glykogen.. . 60 250 67 102 390 


im Falle des Diphosphats nur auf den Cozymasegehalt desselben 
gurickzufiithren ist. Enthalt der Versuchsansatz ohne Aktivator 
schon hinreichende Mengen Cozymase (0,5 mg), so bleibt der Ein- 
flu8 der mit dem Aktivator zugefiigten Co-Zymase gering (vgl. auch 
Tab. IT, wo aber jedem Ansatz Cozymase zugesetzt war). Die 
Befunde von Banga?!®) sowie Banga und Szent-Gy6érgyi!!) und 
die daraus abgeleitete Folgerung, daB der Aktivator als Triose- 
phosphatdehydrase wirksam ist, war héchstwahrscheinlich dadurch 
bedingt, daB das von den Autoren gebrauchte rohe Co-Ferment- 
praparat im Zeitpunkt der Untersuchungen keine oder nur noch 
sehr geringe Mengen Cozymase enthielt. Dem gleichen Umstand war 
es zu verdanken, daB laut den Verfassern der Aktivator als Enzym- 
protein zu betrachten sei; denn dies geht erst dann daraus hervor, 
wenn man die Wirkung des Aktivators in Atmungsversuchen nicht 
nur mit Diphosphat, sondern auch mit Glykogen, ferner auch in 
Glykolyseversuchen mit beiden Substraten untersucht. Wie aus 
Tab. V ersichtlich, wird im Glykogenversuch der O,-Verbrauch 
durch Aktivator von 60 auf 250, durch Cozymase nur auf 102, 
durch Aktivator + Cozymase auf 390 cmm O, gesteigert, wiahrend 
der Aktivator nach Aufkochen ohne Wirkung ist: zur O,-Aufnahme 
durch Glykogen sind also Aktivator und Cozymase beide un- 
unentbehrlich und letzterer durch Cozymase nicht ersetzbar. Zu 
demselben Ergebnis fihrten auch Glykolyseversuche sowohl beim 
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Glykogen als auch beim Diphosphat. Der Aktivator enthalt also 
Tinzymproteine, wie es auch zu erwarten ist, da alle Enzyme der 
Glykogenolyse léslich sind [vgl. *), besonders 8. 939]. Welche En- 
zyme es hauptsichlich sind, die durch Bangas Verfahren heraus- 
gelést baw. mit Aceton niedergeschlagen werden, 1aBt sich nicht 
sagen; sicherlich wirkt der Aktivator nicht nur durch seinen Gehalt 
an Triosephosphatdehydrase und wire durch das krystallisierte 
Enzym — dargestellt von Warburg und Christian®) — gewib 
kaum ersetzbar. In Bangas Enzym scheinen allerdings hin- 
reichende Mengen dieser Dehydrase zuriickzubleiben, um die O,-Auf- 
nahme durch Diphosphat zu erméglichen. Auf Grund der Un- 
entbehrlichkeit des Aktivators fiir die Milchsiurebildung dirfte 
vielmehr der Gehalt desselben an Lacticodehydrase betont werden, 
auBerdem sind darin fiir den Abbau des Glykogens notwendige, 
aber noch vor der Triosephosphatdehydrierung eingreifende En- 
zyme enthalten. | 

DaB der Aktivator Cozymase enthialt, wurde im Apozymase- 
test kontrolliert: es stellte sich dabei heraus, daB derselbe im Test 
erst nach Aufkochen (wobei vom ausgeschiedenen EHiweiB 
filtriert wurde) wirksam war, vor dem Aufkochen hatte derselbe 
sogar die Aktivierung durch reine Cozymase unterdriickt. Wie 
besondere Versuche zeigten, handelte es sich nicht um eine Stérung 
etwa durch den Acetongehalt des Aktivators; es war vielmehr 
dabei an Hemmungsstoffe zu denken, welche beim Aufkochen zer- 
stort baw. denaturiert werden. Als Analogie darf man die Befunde 
von Geiger und Magnes}8) erwiihnen, wonach cytolisiertes Gehirn 
(Ratte) und auch wiBriger Extrakt desselben die Fermentation 
durch Hefeextrakt stark hemmen, Aufkochen aber den Inhibitor 
zerstort. 

AuBer Cozymase und Adenylsidure stellt also auch der Akti- 
vator einen Faktor dar, welcher fiir die abweichenden Versuchs- 
ergebnisse in der O,-Aufnahme durch Glykogen bzw. Diphosphat 
verantwortlich sein kann. Enthalt der Aktivator weniger wirksame 
Knzymproteine, leidet dadurch vor allem der O,-Verbrauch durch 
Glykogen, wihrend unter Einflu®B eines wirksameren Aktivators 
die Unterschiede zwischen den Donatoren kleiner werden. Zu 
betonen ist aber, da& durch die geschilderten Anderungen der Ver- 
suchsbedingungen der Unterschied bei der Glykolyse zwischen den 


beiden Donatoren — vom Ausnahmefall weit suboptimaler Co- 
Zymasekonzentration abgesehen — nicht beeinfluBt wird. Durch 


Ohlmeyers§) jiingste Ergebnisse scheint allerdings eine Moglich- 
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keit gegeben zu sein, zu priifen, ob das Diphosphat — falls freies 
Phosphat zugegen ist — nur wegen Mangel an Phosphatacceptoren 
langsamer abgebaut wird (vgl. 5. 3). Die Abbaugeschwindigkeit 
des Diphosphats kénnte naémlich ohne Komplement in Anwesen- 
heit von freiem Phosphat und freiem Kohlenhydrat untersucht 
werden, da letzteres wegen Ausschaltung des Komplementes selbst 
nicht abgebaut, sondern nur als — natiirlichster — Phosphat- 
acceptor ausgeniitzt werden sollte. 

Da in den einzelnen Versuchen der eigene Gehalt des Ver- 
suchsmaterials an Co-Fermenten sowie auch die Wirksamkeit des 
Aktivators verschieden sein konnte, sind die erwahnten Schwan- 
kungen (vgl. Tab. I) begreiflich. Wenn auch durch die hier mit- 
geteilten Versuche sicherlich nicht alle méglichen Ursachen solcher 
Schwankungen erschépft sind, dirfte man behaupten, da es nur 
dem Zusammenspiel mehrerer — zum Teil aufgeklarter — Um- 
stande zuzuschreiben ist, daB zwischen Glykogen und Diphosphat 
beziiglich der O,-Aufnahme und Milchséiurebildung in quanti- 
tativer Hinsicht em Widerspruch besteht, bei geeigneter Konzen- 
tration der Co-Fermente und entsprechender Wirksamkeit des 
Aktivators gebe es aber keinen Widerspruch mehr. Jedenfalls wire 
es interessant, das Verhalten des Diphosphats im Vergleich zum 
Glykogen auch in anderen Muskelpraparaten zu priifen, in welchen 
das Atmungssystem, besonders aber die Pasteur-Meyerhofsche*) 
Reaktion weniger Schidigung erleidet. Unsere Versuche blieben 
jedoch auf das System von Banga beschrankt. Ob der dabei 
beobachtete Widerspruch im Verhalten des Diphosphats und 
Glykogens nur vorgetiuscht oder auf qualitative Unterschiede im 
aeroben Abbau der Substrate zuriickzufithren ist, wurde in der 
naichstfolgenden Arbeit untersucht. 


Methodik 


Enzym und Aktivator wurden aus Taubenbrustmuskel im wesentlichen 
nach Bangas?}°) Vorschrift bereitet. Das Enzym wurde ohne Waschen an 
der Zentrifuge auf die Halfte des urspriinglichen Volumens suspendiert: der 
Aktivator mit Aceton ausgefallt, die Hauptmenge des Acetons im N,-Strom 
weggeblasen (dabei wandelt sich der Niederschlag in eine triibe Fliissigkeit um), 
dann in einer flachen Schale iiber konzentrierter Schwefelsiure im evakuierten 
Exsiccator vom Aceton vollig befreit, und schlieBlich auf 1/, des urspriinglichen 
Volumens suspendiert. Fiir jeden Versuchsansatz wurden von der Enzym- 
bzw. Aktivatorsuspension 1,5, bzw. 0,5 cem gebraucht. Nur in Versuchen tiber 


*) Diese Bezeichnung wurde hier beibehalten, ohne aber die damit ver- 
knipften friiheren Vorstellungen anzunehmen [vgl. auch ®)}. 
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die Rolle der Co-Fermente (vgl. Tab. II und III) wurde das Enzym an der 
Zentrifuge gewaschen und der Aktivator noch einmal mit Aceton umgefallt, 
sonst wurde auf eine besondere Reinigung des Systems verzichtet, da dies 
meistens zu erheblichen Aktivitatsverlusten (sowohl im O,-Verbrauch, als 
auch in der Milchsaurebildung) fiihrte, ohne daB dabei die Entfernung der 
eigenen Donatoren (worauf es ja hier hauptsichlich ankam) besser gelang. 
Durch diesen Umstand wird jedoch an den hier besprochenen Versuchs- 
ergebnissen im wesentlichen nichts geindert. Allerdings bietet die Umstand- 
lichkeit der Bereitung des Aktivatorseinen Nachteil. Es hatte eigentlich méglich 
sein sollen, die eigenen Donatoren laut Greville!®) durch Autolyse der ,,Sus- 
pension’* — ohne Trennung derselben auf Enzym und Aktivator — zu ent- 
fernen: von Greville wurden aber auf diese Weise nur Versuche mit Glykogen 
durchgefiihrt. 

Als Substrate wurden fiir jeden Ansatz eine mit 18 mg Hexose aqui- 
valente Menge von Glykogen (reines Produkt von Schering-Kahlbaum) 
bzw. von Fructosediphosphat-Na genommen. Letzteres wurde mit unter- 
gvariger Dreher-Haggenmacher*) Bierhefe auf die in unserem Institut iibliche 
Weise dargestellt und gereinigt [vgl. Tank6!®)]. Cozymase vom Reinheitsgrad 
0,95—1 wurde aus Gschwindt-Backerhefe nach Ohlmeyer?®) dargestellt, 
und die Reinheit des Praparates nach Hydrierung mit Na,8,O, spektroskopisch 
(Zeiss Qu 24-Spektrograph, Wo-Funkenstrecke, Kondensorlinse, rotierender 
Doppelsektor nach Gude, Scheibe-Kiivetten) im Prinzip nach Warburg und 
Christian?!) kontrolliert. Die Hydrierung wurde in einem dickwandigen, mit 
doppeltdurchbohrtem Gummistopfen versehenen Reagenzglas von 10 ccm 
Inhalt durchgefiihrt. Etwa 2 mg Cozymase (auf Mikrowaage abgewogen) wird 
in Pt-Schiffchen in das Rohr gebracht und in 3 cem 1°/,igem NaHCO, gelost. 
Wahrend durch das Einleitungsrohr die Lésung mit Q,-freiem N,-Gas lebhaft 
durchperlt wird (der Stopfen ist entsprechend gestellt), werden mit fein aus- 
gezogener Pipette 0,2 ccm der entsprechenden Na,§8,O,-Lésung zugefiigt, der 
Stopfen rasch eingesetzt (das Ableitungsrohr fiihrt iiber einen Gummischlauch 
in ein Reagenzrohr mit Wasser) und der N,-Strom nach einigen Sekunden ein- 
gestellt. Auf ahnliche Weise, ober ohne Cozymase wurde auch die Kontroll- 
lédsung bereitet. Nach 1 Stunde wurden je 2 ccm der Lésungen mit der vor- 
geschriebenen Na,CO, + NaHCO,-Lésung 9fach verdiinnt und 5 Minuten lang 
(mit derselben Geschwindigkeit) mit O,-Gas durchstrémt. Von Warburg 
und Christian wird eine Verdiinnung aufs 10fache und Gebrauch von 1 cm 
Schichtdicke vorgeschrieben, die hier angegebene MeBanordnung erfordert 
aber, um das Maximum der Bande 340 yu bei optimaler Sektordffnung 
(10—15°/,) messen zu kénnen, eine 9fache Verdiinnung und 2-cm-Kiivette. 
Nach Warburg und Christian betragt fiir reine Cozymase B[qem/g] 16,6- 10°. 
Von Haas??) wird zwar der Wert B = 25,5-10% angegeben, aber nicht auf die 
abgewogene Cozymase, sondern auf die in der Lésung tatsachlich vorhandene 
(manometrische Bestimmung mit K,{Fe(CN),]) Dihydro-Cozymase berechnet 
[vgl. auch Ohlmeyers”°) Befund an der in Substanz dargestellten Dihydro- 

*) Den Firmen Dreher-Haggenmacher A.-G. Budape: sowie 
Gschwindt A.-G. Budapest, sind wir fiir die freundliche Uberlassun, gréBerer 
Mengen Bier- bzw. Backerhefe, der Chem. und Pharm. Fabrik Dr. Georg 
Henning, Berlin-Tempelhof, fiir die freundliche Uberlassung von Muskel- 
adenylsaure zu Dank verpflichtet. 
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Cozymase]. Hieraus diirfte gefolgert werden, daB unter den von Warburg 
und Christian angegebenen Bedingungen die Hydrierung nicht quantitativ 
verliuft. Eben deshalb wurde an den Mengenverhaltnissen der Hydrierungs- 
reaktion nichts geindert, um auch hier den Wert f[qem/g] = 16,6-10° fiir 
reine Cozymase annehmen zu kénnen. Fiir jeden Versuchsansatz wurden — 
wenn nicht anders angegeben — 0,5 mg reine Cozymase und 0,5 mg Muskel- 
adenylsiure Henning genommen. Wo nicht anders vermerkt, enthiclt jeder 
Ansatz auch 0,3 cem m/10-Na-Fumaratlésung. 

Die O,-Aufnahme wurde mit einfachen Wa rburg-Manometern, mit 
GefaBen von etwa 45—50 cem Inhalt in Luftatmosphare bei 37° C gemessen?%), 
Die Bindung des CO, geschah auf die von Tanké und Munk**) beschriebene 
Weise. Die Versuchsansitze wurden immer in 4cem Endvolumean eingestellt. 
Ais Pufferlésung wurde das Ringer-Phosphat von Krebs in der von Stare 
und Baumann*®) angegebenen Zusammensetzung gebraucht: die Lésung 
wurde — ohne MgSO, — in 4facher Konzentration bereit gehalten, und zur 
Suspendierung des Enzyms bzw. Aktivators auf die Weise gebraucht, daB auf 
4 ccm Endvolumen eines Ansatzes immer 1 cem der obigen 4fach konzen- 
trierten Lésung entfiel. Das MgSO, wurde in besonderer Lésung aufbewahrt 
und zugesetzt, da sich sonst in der genannten Konzentration des kompletten 
Ringer-Phosphats beim Stehen Mg-Phosphatniederschlag gebildet hatte. Die 
anaeroben Versuchsansatze hatten dieselbe Zusammensetzung, wurden aber in 
Thunberg-Roéhren eingestellt, von welchen 6 auf ein gemeinsames Rohr 
angeschmolzen waren. Nach raschem Evakuieren mittels Olpumpe wurde der 
ganze Apparat in das Wasserbad von ¢ ’C versenkt und von Zeit zu Zeit mit 
der Hand geschiittelt. 

Nach Ablauf der Versuchszeit wurde mit 5 ccm Wo®ttr und 3 ccm 
20°/,iger Trichloressigsaurelésung pro Ansatz enteiweiBt, im aliquoten Teil des 
Filtrats nach Entfernung des Kohlenhydrats mit CuSO, -+ Ca\OH), die Milch- 
saure nach Friedemann und Graeser*’) bestimmt. Da die Triosephosphate 
wabhrend der Sly ke-Palmerschen Entzuckerung im stark alkalischen Medium 
rein chemisch — tiber Methylgiyoxal — in Milchsiure umgewandelt werden, 
wurde im aliquoten Teil des trichloressigsauren Filtrats das Triosephosphat 
durch alkalische Hydrolyse nach Meyerhof und Lohmann’) bestimmt, 
und dic Milchsaureaiquivalente in Korrektur gebracht. Auf die Notwendigkeit 
solcher Korrektur wurde schon von Geiger und Magnes!§) hingewiesen. In 
mehreren friiheren Untersuchungen (von der manometrischen Bestimmung der 
Milchsaure abgesehen), darunter auch in den umfangreichen vergleichenden 
Glykolyseversuchen Haarmanns*§) konnte von dieser Korrektur (noch vor 
der Entdeckung der Rolle der Triosephosphate) kein Gebrauch gemacht werden. 
Die Menge der chemisch ,,gebildeten‘‘ Milchsaure betrug in den Diphosphat- 
versuchen etwa 1,5—2,5 mg, in den Glykogenversuchen (wo eine Phosphory- 
lierung stattgefunden hatte) etwa 0,3—0,6 mg. Durch diese Korrektur wird 
selbstverstandlich die Genauigkeit der Milchsaurewerte beeintrachtigt, doch 
lag die Differenz (Parallelversuche!) zwischen aerober und anaerober Glyko- 
lyse —- besonders in Diphosphatversuchen — meistens auferhalb der Fehler- 
grenzen. Es mu8 allerdings betont werden, daB Glykogen sich auch ohne 
Anbringen dieser Korrektur im Vergleich zum Diphosphat — wenn auch nicht 
so ausgepragt — als starkerer Milchséiurebildner erwies. 

Die Phosphorbestimmungen wurden nach dem von Martland und 
Robison*’) modifizierten Briggschen Verfahren durchgefiihrt. Mit Vorteil 
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kann dabei statt Colorimeter auch das Photometer nach Lange- Roth (orange- 
gelbes Filter, 0,5 cm Schichtdicke) gebraucht werden. Auf Cozymasegehalt 
des Aktivators wurde mit Apozymase (aus Dreher-Haggenmacher-Bierhefe 


bereitet) nach Ohlmeyers*’) Vorschrift gepriift; in den untersuchten Fallen 
enthielt der Aktivator etwa 0,2—1mg pro ccm. 


Zusammenfassung 


1. Es wurde untersucht, wie rasch Glykogen und Fruktose- 
diphosphat in dem von Banga und Szent- Gy oérgyi beschriebenen 
System einerseits veratmet (gemessen am O,-Verbrauch), anderer- 
seits zu Milchséure abgebaut werden. 

2. Entsprechend den Erfahrungen auf dem Gebiete des an- 
aeroben Zuckerabbaus wird aus Glykogen mehr Milchsaure gebildet 
als aus Diphosphat; hinsichtlich der O,-Aufnahme sind aber die 
Versuchsergebnisse nicht so eideutig. In der Mehrzahl der Fille 


wird mit Diphosphat als Substrat — im Widerspruch zu den 
Glykolyseversuchen — bedeutend mehr O, verbraucht, als mit 


Glykogen, doch gibt es auch Versuche, wo ein solcher Unterschied 
nicht vorhanden ist. | 

3. Der EinfluB der Substratkonzentration, verschiedener Co- 
zymase- und Adenylsiuremengen, des Fumarats und des Akti- 
vators wurde studiert und festgestellt, daB die Schwankungen 
hinsichtlich der O,-A.ifnahme zum Teil auf den verschiedenen Co- 
Fermentgehalt des Versuchsmaterials sowie auf eine verschiedene 
Wirksamkeit des Aktivators zuriickgefiihrt werden kénnen. 

4. Der beobachtete Widerspruch zwischen dem Verhalten 
der beiden Substrate scheint darauf hinzuweisen, da Diphosphat 
auch qualitativ anders ,,veratmet‘‘ wird als Glykogen. 


Herrn Istvan Abonyi sei fiir seine wertvolle Hilfe bei der 
Durchfiihrung der Versuche gedankt. 
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Uber Oxydation des Fructosediphosphats im Muskel*) 


Von 
Béla Tanké 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitét Debrecen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juni 1942) 





In der voranstehenden Mitteilung!) wurde gezeigt, daB Frue- 
tosediphosphat auch im System von Banga und Szent-Gyorgyi 
langsamer zu Milchsiure abgebaut wird und trotzdem meistens 
mehr O, verbraucht als das Glykogen. Es wurde auf mehrere Um- 
stinde hingewiesen, auf welche zum Teil zurickgefiihrt werden 
kann, daB der Widerspruch zwischen dem Verhalten der beiden 
Substrate nicht immer besteht. Gerade durch den beobachteten 
Widerspruch veranla8t wurde in der vorliegenden Arbeit unter- 
sucht, wie weit zwischen beiden Donatoren auch qualitative Unter- 
schiede beim aeroben Abbau zu beobachten sind. Es lieB sich ver- 
muten, daB soleche Unterschiede auch selbst in jenen Fallen bestehen 
kénnen, wo sich — der verbrauchten O,-Menge nach — Glykogen 
und Diphosphat ahnlich verhalten. 


Von Banga”) wird das Triosephosphat (d. h. das enzymatische Gleich- 
gewicht Fructosediphosphat = Triosephosphate) als Donator der ,,Haupt- 
atmung** bezeichnet. Sicherlich ist unter diesem Ausdruck die Atmung im 
eigentlichen Sinne zu verstehen, wobei das Substrat — im gegebenen Falle 
Kohlenhydrat — zu H,O und CO, verbrannt wird. Fructosediphosphat, als 
Intermediarprodukt der anaeroben Glykogenolyse, also auch der vorberei- 
tenden Phase des aeroben Zuckerabbaus im quergestreiften Muskel, sollte 
qualitativ nicht anders veratmet werden als Glykogen selbst. Die Frage der 
qualitativen Ubereinstimmung kann vor allem durch Ermittlung des Respira- 
tionsquotienten (RQ.) gepriift werden. In den Arbeiten von Banga und 
Szent-Gyérgyi”’) wurde iiber Bestimmung der RQ. mit Diphosphat als 
Substrat nichts berichtet. In der einschlagigen Literatur findet man ebenfalls 
keine Angaben zu der Frage — so einfach sie auch erscheint —, mit welchem 
RQ. wird Diphosphat im Muskel veratmet, und zwar in einem von eigenen 
Donatoren mdglichst befreiten Versuchsobjekt, unter Beriicksichtigung der 
neueren Ergebnisse der Kohlenhydratbiochemie? Der Mangel an diesbeziig- 





*) Diese Untersuchungen wurden durch die Stiftung des Herzogs P4l 
Esterhazy unterstiitzt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 276 r- 
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lichen Versuchen ist auch kaum verwunderlich, da doch die Verkniipfung der 
Atmung — an Hand der Katalyse durch C,-Dicarbonséiuren — mit den bis 
dahin entwickelten Vorstellungen des aeroben Zuckerabbaus eben aus der 
Schule Szent-Gyérgyi) hervorging*). Dabei wurde von ihnen das Gewicht 
hauptsachlich auf den Mechanismus der Wasserstoffiibertragung gelegt: 
das Problem der aeroben Abbauvorgange — der Atmung im eigentlichen Sinne 
— wurde dann auf Grund der Befunde von Knoop und Martius und als 
Erweiterung der C,-Katalyse von der Schule Krebs zu lésen versucht®). Diese 
zur Priifung der Richtigkeit des ,,Citronensaure-Cyclus‘‘ durchgefiihrten 
Untersuchungen, in deren Brennpunkt immer mehr das Schicksal des Pyruvats 
getreten ist (vgl. auch Annau und Erdés§), lieBen wiederum die Frage un- 
beachtet, wie das Diphosphat — ein Vorlaufer des Pyruvats —- im ganzen 
veratmet wird. 


In Tab. I**) sind aus mehreren ahnlichen nur die Ergebnisse 
von zwei Versuchen (mit zwei verschiedenen Versuchstieren) dar- 
gestellt. Der Vergleich von Versuch Nr. 1 mit Nr. 2 ist besonders 
lehrreich, weil es sich dabei um zwei extreme Fille handelt. Ob- 
gleich aus Diphosphat in beiden Fallen viel weniger (um 34 bzw. 
46°/, weniger in Luft) Milchsaéure entsteht als aus Glykogen, werden 
in Versuch Nr. 1 mit Diphosphat um 107°/, mehr O, aufgenommen 
als mit Glykogen (Kontrollwerte abgezogen), in Versuch Nr. 2 ist 
aber die O,-Aufnahme mit beiden Substraten fast gleich (243 bzw. 
258 cmm Mehrverbrauch). Allerdings ist der Unterschied zwischen 
Nr. 1 und 2 — wie dies aus Untersuchungen der voranstehenden 
Arbeit hervorgeht — nicht dem Fumaratzusatz in Nr. 2, sondern 
anderen Umstanden zuzuschreiben. In Nr. 2 tritt kein Widerspruch 
zum Vorschein: man darf sagen, daB trotz dem rascheren Abbau 
des Glykogens zu Milchsaure iiber die Pyruvatstufe dieses Substrat 
doch nur in gleichem MaSe wie Diphosphat verbrannt werden kann, 
da die Geschwindigkeit der Verbrennung durch eine oder mehrere 
Komponenten der verwickelten Reaktionskette limitiert wird, die 
das Pyruvat bis zur Verbrennung zu H,O und CO, passieren muB. 
Aus Daten der Tab. I fallt aber sofort auf, daB zwischen Gly- 
kogen und Diphosphat ein bedeutender qualitativer 
Unterschied beziglich der ,,Verbrennung” besteht, auch 
in Jenem Fall, wo man hierauf durch keinen besonderen quanti- 
tativen Unterschied bzw. Widerspruch aufmerksam gemacht wird. 
In Diphosphatversuchen handelt es sich bei weitem nicht um eine 


*) Vg). hierzu auch Jost, Diese Z. 269, 8 (1942), insbesondere An- 
merkung S. 10. 


**) Samtliche in den Tabellen aufgezeichneten Werte sind auf den 
ganzen Versuchsansatz berechnet. 
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Tabelle I 


O,-Aufnahme, CO,-Bildung und Milchséurebildung mit 
Fructosediphosphat bzw. Glykogen als Substrat 
Jeder Ansatz enthielt (vgl. Methodik S. 23) Enzym, Aktivator, Adenylsiure, 
Cozymase und die angegebenen Substrate: Nr. 1 ohne, Nr. 2 mit Fumarat. 
Nr. 1 und 2 mit zwei verschiedenen Versuchstieren. Versuchszeit 1 Std. 


























| C Milchsaure mg 
Nr. Substrat ae pred a | Seas we 
ba | : 0, Luft | Vakuum— 

— 185 165 0,90 1,6 1,6 

] Glykogen 375 270 0,72 6,6 6,8 
Diphosphat 580 162 0,28 3,8 4,2 

~— 162 180 1,10 i oo oe 

2 Glykogen 405 380 0,94 61 | 6,1 
Diphosphat 420 185 0,44 3,6 | 4,1 


totale Verbrennung, der Mehrverbrauch an O, wird weder in Nr. 1 
noch in Nr. 2 von einer Mehrbildung an CO, begleitet. 


In Nr. 1 werden mit Diphosphat iiber den Kontrollwert hinaus 
395 cmm QO, verbraucht, aber gleichzeitig gar kem CO, mehr- 
gebildet (die Differenz hegt innerhalb der Fehlergrenzen): mit 
Glykogen betragt zwar der Mehrverbrauch nur 190cmm Qa,, es 
fand aber auch eine Mehrbildung von 105 cmm COQ, statt. In Nr. 2 
wurden mit Glykogen 200cmm, mit Diphosphat jedoch keine 
CO, — iiber die Fehlergrenzen hinaus — mehrgebildet. Da man 
nicht weib, in welchem MaBe die im System zuriickgebliebenen 
eigenen Donatoren am O,-Verbrauch und an der CO,-Bildung 
beteiligt sind, ware die Berechnung des RQ. streng auf Grund der 
im Vergleich zum Versuch ohne zugesetztes Substrat verzeichneten 
Mehrverbrauch bzw. Mehrbildung nicht zutreffend. Berechnet man 
daher den RQ. ohne die Kontrollwerte abzuziehen, so erhalt man 
fir Glykogen bzw. Diphosphat die Werte 0,72 bzw. 0,28 ohne 
Fumaratzusatz und 0,94 bzw. 0,44 in Versuchen mit Fumarat- 
zusatz. Auch durch diese Zahlen wird der qualitative Unterschied 
zwischen Glykogen und Diphosphat bei ihrem aeroben Abbau im 
Banga-System geniigend unterstrichen. Es sei bemerkt, da auch 
Glykogen selbst — besonders ohne Fumaratzusatz — nicht mit 
dem erwarteten RQ. =1 veratmet wird. Greville’) fand in Ver- 
suchen mit der aus Taubenmuskel nach Banga bereiteten Sus- 
pension nach Entfernung der eigenen Donatoren durch Autolyse, 
daB der RQ. mit Glykogen 1 betraigt, und zwar auch auf Grund 
des Mehrverbrauchs bzw. Mehrbildung berechnet. Die Trennung 
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der Suspension in Enzym und Aktivator scheint — auBer der 
geringfigigen ,,Pasteur-Meyerhof-Reaktion™ [vgl. auch *)] — 
auch in dieser Beziebung mit einer Schidigung verbunden zu sein. 
In unseren Versuchen wiirde der RQ. fiir Glykogen auch in Gegen- 
wart von Fumarat nur 0,82 betragen, wenn man die Kontrollwerte 
abzieht. Das Wesentliche ist aber, daB der relative Unterschied 
zwischen den beiden Substraten bestehen bleibt, gleichgiiltig, ob 
Fumarat zugesetzt wird oder nicht. 

Es fragt sich nun, welche Reaktion es im Diphosphatversuch 
sein mag, die zum O,-Verbrauch ohne Bildung von CO, fihrt? 
Am ehesten wiire an die Oxydation des Triosephosphats zu Phospho- 
glycerat zu denken. Noch niedrigere Werte fiir RQ. als die in Di- 
phosphatversuchen oben angegeben wurden mit Glykogen selbst 
beobachtet, wenn durch Zusatz von NaF die Enolase, also der 
Ubergang Phosphoglycerat -- Phosphopyruvat gehemmt war (vel. 
die neuesten Ergebnisse von Warburg und Christian’). Selbst- 
verstaindlich war zu erwarten, daB in den besprochenen Diphosphat- 
versuchen, wo doch kein NaF zugesetzt war, das gebildete Phospho- 
glycerat nicht als solches liegen bleibt, sondern teilweise auch weiter 
umgewandelt wird bis zu Pyruvat. Die weitere Umwandlung des 
letzteren wiirde nach Krebs schon im ersten Schritt zu einer CO,- 
Bildung fithren. Eben dies und die darauf folgenden, auch CO, 
liefernden Reaktionen scheinen in den hier beschriebenen Ver- 
suchen mit Diphosphat auszubleiben oder nur in geringem Umfang 
zu verlaufen, selbst wenn man annimmt, daB das gebildete CO, nur 
teilweise aus den eigenen Donatoren, zum Teil aber auch aus Di- 
phosphat stammt. In zahlreichen Versuchen wurde auf Pyruvat 
geprift. Wie aus den Daten der Tab. II ersichtlich ist, entstehen 
mit Diphosphat tatsachlich 3—4 mg Pyruvat im Gegensatz zu den 
Glykogenversuchen, wo nur 0,5—1,2 mg gebildet werden, wihrend 
ohne zugesetztem Substrat kein Pyruvat gefunden wird. Pyruvat 
wird jedoch auch im Vakuum gebildet, also auch ohne O,-Auf- 
nahme. 

Vor allem wurde festgestellt, daB das Pyruvat nicht durch 
Bildung von Methylglyoxal vorgetiuscht war und daB8 es auch 
nicht Phosphopyruvat war, das als Pyruvat bestimmt wurde (vel. 
Methodik). In Versuchen ohne Cozymase oder ohne Aktivator 
entstand kein Pyruvat, auch nicht in Gegenwart von NaF, gebildet 
wurde es aber auch mit oder ohne Fumarat. Diese Befunde weisen 
darauf hin, daB das Pyruvat tatsichlich aus Diphosphat iiber 
Phosphoglycerat entstanden ist. Das Auftreten desselben im 
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Tabelle Il 


Bildung von Brenztraubensiéure und Glycerin aus Diphosphat 
bzw. Glykogen als Substrat 


Jeder Ansatz enthielt Enzym, Aktivator, Adenylsiure, Cozymase, Fumarat 
und die angegebenen Substrate. Nr. 1 und 2 mit zwei verschiedenen Ver- 
suchstieren. Versuchszeit 1 Std. Pyruvat- bzw. Glycerinwerte unter 
0,2 mg sind nicht angegeben 





























| Brenztraubensduremg| Glycerin mg 
Nr. Substrat 4 | soiling. Retin dnee-odtee.. a 
| _ | _Luft | Vakuum_| Luft | Vakuum 
sa 174 ae aie on _ 
i Glykogen 390 1,1 1.2 0.8 1,0 
Diphosphat 575 3,7 3,2 3,5 4.4 
sie 185 _ . - ‘ae 
2 | Glykogen 410 | 0,6 0,5 0,6 0.8 
Diphosphat 425 3,4 3,1 3,0 3.8 








Vakuum mite von gieichzeitiger Bildung von Glycerophosphat 
als Reduktionsprodukt begleitet werden. Eben diese, ohne O,-Auf- 
nahme verlaufende Oxydoreduktion der Triosephosphate erlaubt 
es nicht, zwischen QO,-Aufnahme und Pyruvat- oder Glycero- 
phosphatbildung einen zahlenmaBigen Zusammenhang zu suchen. 
Man weiB nicht, wie weit einerseits die Dismutation der Triose- 
phosphate durch eine O,-Aufnahme zuriickgedrangt und wie viel 
andererseits vom Phosphoglycerat in Pyruvat und dariiber hinaus 
in andere Produkte — allerdings ohne CO,-Bildung — umgewandelt 
wird. Polarimetrisch konnte zwar beobachtet werden, da. sich 
Phosphoglycerat iiberhaupt bildet bzw. teilweise als solches legen 
bleibt; denn die Drehung des trichloressigsauren Filtrats 1m Di- 
phosphatversuch schligt von schwacher Rechtsdrehung nach 
Molybdatzusatz in deutliche Linksdrehung wber, die geringe Ab- 
lesung (0,2—0,25° im 2,2-dm-Rohr) hatte aber eine Bestimmung 
des Phosphoglycerats, besonders der Differenz zwischen aeroben 
und anaeroben Versuch nicht erméglicht. Auch die Beobachtung, 
da8 in Diphosphatversuchen der organische P in schwerer hydro- 
lysierbare Form umgewandelt wurde, konnte zur Ermittlung von 
Phosphoglycerat, besonders kleinen Differenzen nicht verwertet 
werden, bekanntlich wird ja auch Glycerophosphat schwer hydro- 
lysiert. Da also eine bilanzmaBige Bestimmung von allen in Frage 
kommenden Produkten aus methodischen Griinden nicht méglich 
war, wurde die Annahme, daB im Diphosphatversuch der O,-Mehr- 
verbrauch nur zur Uberfiihrung des Triosephosphats in die nachste 








99 Béla Tanké, 


ee 


| 


Oxydationsstufe dient, nur durch Pyruvat- baw. Glycerophosphat- 
bestimmungen zu stiitzen versucht. 

Von den Versuchen, wo auch Glycerin bzw. Glycerophosphat 
bestimmt wurde, seien nur die in Tab. IT geschilderten Nr. 1 und 2 
hervorgehoben. Waihrend mit Diphosphat in Luft in den meisten 
Fallen mehr Pyruvat gebildet wurde, als im Vakuum, sind die 
: Glycerinwerte in Luft immer niedriger als im Vakuum. Hierzu 
| ‘sei noch folgendes bemerkt: sollte der aufgenommene O, un- 
abhangig von der auch im Vakuum verlaufenden Dismutation 
der Triosephosphate zu einer Mehrbildung von Phosphoglycerat 
bzw. Pyruvat fiihren, so wire dabei keine Diiferenz zwischen 
aerob und anaerob gebildeten Glycerophosphat zu erwarten. Sollte 
aber der Sauerstoff die Dismutation derart unterdriicken, daB die 
Glycerophosphatbildung um die mit dem O, aquivalente Menge 
vermindert wird, so wirde sich andererseits keine Differenz 
zwischen Pyruvatbildung in Luft und im Vakuum ergeben. Die 
Daten der Tab. II sprechen dafiir, da8B es sich in den Versuchen 
weder ausschlieBlich um den einen noch um den anderen Fall 
handelt, sondern um eine Kombination beider. Sieht man davon 
ab, zahlenmi®ige Ubereinstimmung zwischen QO,-Verbrauch und 
Pyruvat- baw. Glycerinwerte zu suchen, so scheinen die Versuchs- 
ergebnisse auf die Richtigkeit der Annahme hinzuweisen, da in 
Diphosphatversuchen der tiber den Kontrollwert hinaus auf- 
genommene Sauerstoff nur zur Umwandlung des Triosephosphats 
in Phosphoglycerat verbraucht wird. Im wesentlichen verlauft 
also eine ahnliche Reaktion, wie von Lennerstrand und Lenner- 
strand’) im Hamolysat der roten Pferdeblutkérperchen mit Fruc- 
tosediphosphat als Substrat und Pyocyanin als Sauerstoffiiber- 
triger beobachtet wurde, d.h. das Substrat wird nur um eine 
einzige Stufe weiter oxydiert. 

Betrachtet man als Atmung im Falle der Kohlenhydrate die 
Gesamtheit der durch die Gleichung CyH,.0, +60, =6CO, + 
6H,O ausgedriickten Vorgiinge, so spielt sich in den hier be- 
schriebenen Versuchen mit Diphosphat laut der obigen Annahme 
nur die Bildung von 2H,O (auf Hexose gerechnet) ab und dennoch 
wird meistens mehr O, verbraucht als mit Glykogen! Aus den 
mitgeteilten Versuchsergebnissen diirfte noch nicht die weit- 
gehende Folgerung geschlossen werden, daB® die Verbrennung des 
Kohlenhydrats im Muskel nicht wber Diphosphat fihrt. Erstens 
miussen die Verhaltnisse auch an anderen Muskelpriparaten studiert 
werden. Wenn sich auch Bangas System von anderen Versuchs- 
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objekten prinzipiell nicht sehr unterscheidet, erhebt sich doch 
zweitens die Frage, ob nicht die Versuchsergebnisse durch die 
Konzentrationsverhaltnisse der Triosephosphate bedingt sein 
kénnen? Die relativ hohe Konzentration derselben in Diphosphat- 
versuchen [vgl. voranstehende Arbeit!), besonders §. 6] diirfte 
dazu fithren, da8 die Oxydation zu Phosphoglycerat einseitig 
gesteigert wird, und zwar auf Kosten der darauffolgenden Oxyda- 
tionen, die auf diese Weise gewissermafen unterdriickt werden. 
Der relativ hohen Konzentration der Triosephosphate diirfte auch 
die gesteigerte Oxydoreduktion derselben untereinander, d. h. die 
Bildung von Glycerophosphat und Pyruvat zugeschrieben werden. 
Eine solche Erkléirung hatte den Vorteil, daB sie auch auf die Be- 
obachtungen in Glykogenversuchen iibertragen werden kénnte, wo 
der RQ. ebenfalis nicht 1 im strengen Sinne betrigt und auch ein 
wenig Pyruvat bzw. Glycerophosphat gebildet wird. Zieht man in 
Betracht, daB in Glykogenversuchen im Durchschnitt etwa 0,8 bis 
1,5 mg P esterifiziert werden, wobei hauptsachlich Diphosphat 
entsteht (vgl. Methodik), so liegt es an der Hand, die genannten 
Befunde eben auf diesen Umstand zuriickzufiihren. Mag diese Er- 
klirung zutreffen oder nicht, aus den hier mitgeteilten Versuchs- 
ergebnissen geht allerdings hervor, daB die Anhéufung von Hexose- 
phosphat, d. h. das Zustandekommen der Harden-Youngschen 
Phasen — eine im anaeroben Abbau eingehend studierte Er- 
scheinung — auch auf den aeroben Abbau der Kohlenhydrate 
einwirkt, und zwar als eine Stdrung der als normal betrachteten 
Vorgiinge. Diese St6rung ist ganz ausgepragt in Versuchen, wo 
Diphosphat selbst als Substrat gebraucht wird, tritt aber in dem 
MaBe, wie sich Diphosphat anhiuft, auch in Glykogenversuchen 
zum Vorschein. Will man die Verbrennung der Kohlenhydrate, 
d. h. die Veratmung derselben im-eigentlichen Sinne und nicht nur 
eine — allerdings enorm gesteigerte — Teilreaktion studieren, 
so darf das Fructosediphosphat nicht ohne weiteres, in Bangas 
System wenigstens iiberhaupt nicht als Substrat gebraucht 
werden. 


Methodik 


Betreffs Bereitung des Versuchsmaterials, Zusammensetzung der An- 
sitze, Einstellung der Versuche, Bestimmung der O,-Aufnahme und der Milch- 
siurebildung sowie weiterer Einzelheiten sei auf die Methodik der voran- 
stehenden Arbeit!) hingewiesen (vgl. dort auch Anmerkung §. 13). Kohlen- 
saure (vgl. auch Tanké und Munk!°) und Brenztraubenséure wurden nach 
den in Prof. Szent-Gyérgyis Laboratorium tiblichen, von Straub aus- 
gearbeiteten Methoden bestimmt!!). Zur Bestimmung der Brenztraubensdure 
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wurden die Ansatze mit gleichem Volumen Wasser (4 ccm) verdiinnt, und mit 
I—l ccm Na,WO,- bzw. H,SOQ,-Lésung enteiweiBt. Statt dem von Straub 
empfohlenen Stufenphotometer wurde das Lange-Rothsche lichtelektrische 
Photometer gebraucht. Mittels einer Brenztraubensdurelésung von bekannter 
Konzentration (gravimetrisch mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin kontrolliert) 
wurde die empirische Eichkurve aufgenommen. Die Methode erwies sich im 
Bereich von 15—200 y Brenztraubenséure im Kubikzentimeter als brauchbar. 
Die Absorption durch den EiweiBniederschlag wurde ermittelt und zur 
Korrektur verwandt. Laut neuesten Angaben von Huszak!*) wird die Be- 
stimmung durch Glucose und Fructose bedeutend gestért, die von Huszak 
empfohlene Entzuckerung erwies sich aber in den hier mitgeteilten Versuchen 
als iiberfliissig. Es stellte sich zwar heraus, da8 Fructose-6-Phosphat ebenso 
stort wie freier Zucker selbst, das in Glykogenversuchen veresterte Phosphat 
(etwa 0,8—1,5 mg P) erwies sich aber nach Ablauf der Versuchszeit durch 
Alkali in gleichem MaBe spaltbar (Triosephosphat), wie zugesetztes Diphosphat 
durch die Zymohexase gespalten wurde: als Veresterungsprodukt lag also 
hauptsachlich Diphosphat vor. Bei Versuchszeiten von 1 Stunde war das 
Auftreten stérender Mengen von Hexose oder Hexosemonophosphat weder in 
Diphosphat-, noch in Glykogenversuchen zu befiirchten, und dementsprechend 
wurden ohne und mit Entzuckerung praktisch dieselben Pyruvatmengen 
vefunden, wobei jedoch die nicht unbetrachtliche Absorption durch den mit 
CuSO, + Ca(OH), erzeugten Niederschlag in Korrektur gebracht werden muB. 
Ubrigens wurden auch kleine, dem eiweiBfreien Filtrat vom Glykogenversuchen 
zugesetzten Pyruvatmengen quantitativ wiedergefunden. 

Um zu priifen, ob nicht etwa Methylglyoxal als Pyruvat mitbestimmt 
wird, wurde in einigen Diphosphatversuchen das Methylglyoxal nach Barren- 
scheen und Dreguss!%) bestimmt, jedoch nur 0,03—0,05 mg gefunden (Brenz- 
traubensaure in denselben Ansaétzen 3—4 mg). Kontrollversuche mit Methy]l- 
glyoxallésung [dargestellt nach Neuberg und Hoffman's), Konzentration 
mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin ermittelt] ergaben auch, daB Methylglyoxal 
erst in etwa 30facher Konzentration dieselbe Farbenintensitat gibt wie Pyruvat. 
Zur Kontrolle wurde die synthetische Phosphobrenztraubensaure als AgBa- 
Salz nach Kiessling?!) dargestellt: die Substanz, wie dies gemaB ihrer Enol- 
form auch zu erwarten war, reagierte (ins Na-Salz iiberfiihrt) nicht mit Salicyl- 
aldehyd, nur nach vorheriger Abspaltung der Phosphatgruppe durch saure 
Hydrolyse. 

Auf Phosphoglycerat wurde nach der Methode von Meyerhof und 
Schulz!*) polarimetrisch gepriift. Glycerin + Glycerophosphat [vg]. Meyer- 
hof und Kiessling!’)] wurden im Preglschen Mikromethoxylapparat maB- 
analytisch nach Viebéck und Brecher!) bestimmt, wobei im Reaktions- 
k6lbchen 0,53 com Trichloressigséurefiltrat und 1,5 cem Jodwasserstoffsaure 
vom spez. Gew. 1,96 zusammengebracht wurden. Die Ergebnisse wurden in 
Glycerin ausgedriickt: wie viel davon auf Glycerophosphat selbst und auf 
freies Glycerin entfiel, wurde nicht ermittelt. 


Zusammenfassung 
1, Wird in dem von Banga und Szent-Gyérgyi be- 
schriebenen System mit Fructosediphosphat als Substrat Sauer- 
stoff verbraucht, so ist dies keine Atmung im eigentlichen Sinne, 
da kein CO, mehrgebildet wird. Zieht man die Werte ohne zu- 
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gesetzten Donator nicht ab, so ergibt sich als RQ. in Fumarat- 
versuchen mit Glykogen 0,94, mit Diphosphat aber nur 0,44, ohne 
Fumarat 0,72 bzw. 0,28. 

2. In Diphosphatversuchen — in geringerem MaBe auch in 
Glykogenversuchen, wo Diphosphat ebenfalls entsteht — verlauft 
ene vom QO, unabhangige Pyruvatbildung, die einer Oxydo- 
reduktion (Dismutation) zwischen dem Triosephosphate zu- 
zaschreiben ist. Die Bestimmung von Pyruvat und Glycerin in 
Luft und im Vakuum scheinen dafiir zu sprechen, daB in Di- 
phosphatversuchen der mehrverbrauchte O, im wesentlichen nur in 
die Reaktion Phosphotriose -> Phosphoglycerinséure eingreift. 

3. Die Versuchsergebnisse der Diphosphatversuche, im Ein- 
klang mit den im geringeren Umfang auch mit Glykogen beob- 
achteten Abweichungen weisen darauf hin, dai das Zustande- 
kommen der im anaeroben Abbau bekannten Harden- Y oung- 
schen Phasen auch auf den aeroben Abbau des Kohlenhydrats 
emwirkt. Mit Diphosphat selbst als Substrat kann — wenigstens 
im angewendeten System — nur eine enorm gesteigerte Teil- 
reaktion der aeroben Abbauvorginge studiert werden. 


Herrn Istvan Abonyi sei fiir seine wertvolle Hilfe bei der 
Durchfihrung der Versuche gedankt. 
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Zur Kenntnis der Fette aus Fettsauren 
mit ungerader Kohlenstoffatomzahl 


Finfte Mitteilung 


Von 
Werner Keil 


(Aus dem Ammoniaklaboratorium Oppau der I, G. Farbenindustrie A. G. 
Ludwigshafen am Rhein) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juli 1942) 


Uber das Verhalten verzweigter Fettsduren im Organismus 


Vor kurzem konnte durch Fiitterungsversuche an Hunden mit 
Fetten aus kiimstlichen Fettsiuren mit gerader und ungerader 
Kohlenstoffatomzahl gezeigt werden, daB solche Fette keine Mehr- 
ausscheidung saurer Stoffwechselendprodukte im Harn bedingen 
als natiirliche Fette!). Verfiittert man hingegen Triglyceride ver- 
zweigter Fettsiuren mit gerader oder ungerader Kohlenstoffatom- 
zahl, so steigt die Menge der sauren Stoffwechselendprodukte im 
Harn mehr oder weniger betrichtlich an. Zu diesen Versuchen wurden 
methyl- und athylverzweigte Fettséuren verwandt und es wurde 
cefunden, daB die athylverzweigten Siuren eine ganz erheblich 
héhere Ausscheidung bedingten als die verwandten methyl- 
verzweigten Fettsaiuren («-, 6- und 6-Methyldodecansiure). Hs ist 
uns noch nicht gelungen, aus den Atherextrakten der Hundeharne 
nach Verfiitterung methylverzweigter Fettséuren charakteristische 
Stoffwechselendprodukte in krystalliner Form zu erhalten. Auch 
R. Kuhn?) konnte aus Kaninchenharn nach Verfiitterung von 
/-Methylstearinséure kein Abbauprodukt isolieren. Bei der Ver- 


fiitterung der aithylverzweigten Fettsiiuren — y-Athyloctansaure, 
6-Athylnonansaure und e-Athyldecansiure — hingegen gelang es 


uns, zu reinen Stoffwechselendprodukten zu gelangen, die wenigstens 
teilweise die erhdhte Ausscheidung der sauren itherléslichen Harn- 
bestandteile erklaren. 

1) Diese Z. 274, 175 (1942). 

2) Diese Z. 242, 171 (1936). 
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Im Harnextrakt nach Verfiitterung von y-Athyloctansdure 
wurde eine Siure CgH,,03 aufgefunden, die vielleicht «-Athyl-f-oxy- 
hexansaure darstellt, doch sind wir mit der Konstitutionsaufklirung 
derselben noch beschiftigt. Als weiteres Abbauprodukt fanden wir 


eine Dicarbonséure C,)>H,,0,. Diese Saure konnte entweder die 
Konstitution I oder IT besitzen: 


CH,CH,CHCH,CH,COOH HOOCCH,CHCH,CH,COOH 
| | 
CH,CH,CH,COOH CH,CH,CH,CH, 
I y-Athyl-korksiure Il §-Butyl-adipinsiure 


je nachdem, ob die Methyloxydation am Ende der Hauptkette oder 
der Seitenkette eingetreten war. Da die beiden Sauren noch un- 
bekannt waren, konnte diese Frage nur durch Synthese entschieden 
werden. Da uns die Formel I wahrscheinlicher erschien, wurde 
zuerst die y-Athylkorksiure synthetisiert, die sich auch tatsachlich 
identisch mit der aus Harn isolierten Saéure erwies. Dieselbe Siure 
fanden wir im Harn nach Verfiitterung von e-Athyldecansiure. Es 
ist natirlich nicht zu entscheiden, ob bei diesem Abbau die e-Athyl- 
decansdure erst durch $-Oxydation in y-Athyloctansiure tiberfiihrt 
wird, die dann durch Methyloxydation in y-Athylkorksdure ver- 
wandelt ist, oder ob die e-Athyldecansiure erst in e-Athyldecan- 
disiure verwandelt wurde, die dann durch einseitige 6-Oxydation 
za y-Athylkorksiure abgebaut wird. Da wir aber andere Dicarbon- 
siuren in reinem Zustand nicht mehr isolieren konnten, mdchten 
wir annehmen, da8 der Abbau iiber die y-Athyloctansiure fiihrt. 
Bei der Verfiitterung von 6-Athylnonansiure wurde im Harn bisher 
keine krystallisierte Dicarbonsiure aufgefunden. Ein Teil der Siéure 
wird zu f-Athylheptansiure abgebaut und als solche ausgeschieden. 
Die f-Athylheptansiure wurde dann synthetisch dargestellt und 
zeigte sich mit der aus Harn gewonnenen Saure identisch. Fitte- 
rungsversuche mit $-Athylheptanséiure sind im Gang. 


Experimenteller Teil 


Untersuchung des Harnextraktes 
nach Verfiitterung von y-Athyloctansduretriglycerid 
Uber die Verfiitterung und Gewinnung des Harnextraktes 
nihere Angaben diese Z. 274, 175, besonders 178 (1942). 57,3 g 
Harnextrakt wurden mit 200 cem abs. Alkohol und Chlorwasser- 
stoff verestert. Die erhaltenen Ester wurden im Vakuum destilliert. 
Von 70—155°/, mm Hg gingen 27,6 g farblose Ester uber. Die 
zwischen 60° und 100°siedenden Ester wurden nochmals fraktioniert. 
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Die Hauptmenge (etwa 4,8 g) ging zwischen 65—68° uber. Sie wurde 
analysiert und die Werte stimmen fir einen Oxy-aithylhexansaure- 
athylester. 
C,Hy0; (188,14) Ber. C 63,78 H 10,69 Gef. C 63,47  H 10,59. 

Das Aquivalentgewicht der aus dem Ester gewonnenen freien 
Siure spricht fiir ein Anhydrid (oder Lacton ?): 

C,H,,0. Ber. Aqu.-Gew. 142,1] Gef. Aqu.-Gew. 145,4. 

Uber die genaue Konstitution der Saéure kann erst etwas aus- 
gesagt werden, wenn synthetisches Vergleichsmaterial vorliegt. 

Die zwischen 130—155° siedenden Ester (etwa 16 g) wurden 
verseift und aus der Seife mit Salzsiure und Ather die Séuren 
gewonnen. Diese Sduren zeigten ein Aquivalentgewicht von 
138,1. Sie wurden in n/10-Natronlauge gelést und nach dem frither 
beschriebenen Verfahren [S. 184 a. a. O.1)] mit Ather und n/10-Salz- 
siure in 10 Fraktionen unterteilt. Aus den letzten 5 Fraktionen 
krystallisierte beim Stehen allmahlich eme Dicarbonsaure aus. 
Diese wurde auf Ton gestrichen und schlieSlich aus Wasser mehr- 
mals umkrystallisiert. Die reine Saure ist leicht loslich in Alkohol, 
Aceton und Essigester, sehr schwer léslich in Petrolither. Sie 
schmilzt bei 61° (nach Sintern bei 59°). Die Analyse zeigte, daB 
es sich um eine Decandisdure handelte: 

C,oH,.0, (202,1) Ber. C 59,37 H 8,97 = Aqu.-Gew. 101,0 
Gef. ,, 59,90 ~~ ,, 8,91 ‘0 99,03. 
Die Saure erwies sich dann als y-Athylkorksaure (s. u.). 


Untersuchung der Harnextrakte 
nach Verfiitterung von «-Athyldecansaure 

30,7 g Extrakt [S. 178 a.a.0O.1)] wurden, genau wie bei der 
y-Saure beschrieben, aufgearbeitet, es kamen aber nur die zwischen 
150—160°/10 mm siedenden Ester zur Aufarbeitung. Aus diesen 
wurden 6,45 g rohe Sauren gewonnen, die nach Aufteilung in 
10 Fraktionen 1,75 g rohe Dicarbonsiure gaben. Diese Dicarbon- 
sdure erwies sich nach dem Umkrystallisieren ebenfalls als y-Athyl- 
korkséure (Schmelzp. 61°, nach Sintern bei 59°). 
Ci oH,,0, (202,1) Ber. Aqu.-Gew. 101,07 Gef. Aqu.-Gew. 100,3, 100,1. 


Untersuchung des Harnextraktes 
nach Verfiitterung von d-Athylnonansduretriglycerid 


21 g Harnextrakt [§. 178 a. a. O.1)] wurden in 100 com Methyl- 
alkohol gelést und mit Chlorwasserstoff verestert. Die erhaltenen 
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Methylester wurden der Destillation unterworfen; sie gingen von 
86--140°/12 mm als farblose Fliissigkeit tiber. Die daraus dar- 
gestellten freien Séuren waren nicht zur Krystallisation zu bringen. 
Sie wurden in das Silbersalz verwandelt, das jedoch so schwer 
léslich war, daB es nicht umkrystallisiert werden konnte. Es 
wurden deshalb aus den Siuren die Athylester hergestellt. Aus 
diesen wurde durch 2malige Destillation der Athylester der 6-Athyl- 
heptanséure reingewonnen. Siedep. 93—95° bei 11 mm Hg (2,98). 


C,,H.20, (186,2) Ber. © 70,91 H 11,91 Gef. C 70,97 H 11,64. 


Aus einem Teil des Esters wurde iiber das Saurechlorid das 
Amid gewonnen. Dieses f-Athylheptansiureamid bildet farblose 
Krystallschuppen, die in Ather und Aceton leicht léslich sind. Es 
laBt sich aus Methylheptan gut umkrystallisieren. Der Schmelz- 
punkt des wohl noch nicht ganz reinen Amids lag bei 81°, wihrend 
synthetisches B-Athylheptansiiureamid (s. u.) bei 84° schmilzt. Der 
Mischschmelzpunkt lag bei 83°. 

C,H,,NO (157,2) Ber. N 8,91 Gef. N 8,61. 


Aus den wbrigen Esterfraktionen konnte noch keine reine 
Substanz isoliert werden. 


Synthese der y-Athylkorksaure. Als Ausgangsmaterial diente 
a-Athylbernsteinsiure, die nach Polko*) dargestellt wurde. Die einzelnen 
Stufen der Synthese gehen aus den folgenden Formeln kervor: 


C,H;-CH - COOH C,H,-CH - CH,OH C,H, - rim -CH,Br 
| > | > 
_ CH,COOH CH,CH,OH ; CH, - CH, Br 
a-Athylbernstein- 2-Athyl-1, 4-butan- 2-Athyl-1,4 dibrom- 
siure I diol If butan III 
C,H, -CH-CH,CN C,H, - CH -CH,COOH = - CH, - CH,OH 
- | i | an 
_  CH,-CH, -CN CH-CH,COOH CH, - CH,» CH,OH 
2-Athyl-1, 4 dicyan- é-Athyladipin- 3-Athyl-1,6 hexan- 
butan IV siure V | diol VI 
C.H,-CH-CH,CH,Br ©,H,-CH-CH,CH,CN C,H;- os .CH,CH,COOH 
> | — pe | —> 
CH,-—CH,-CH,-Br CH - CH,CH,CN CH, - CH, - CH,COOH 
3-Athyl-1, 6-dibrom- 3-Athyl-1, 6-di- y-Athylkorksiure 
hexan VII eyanhexan VIII IX 


180 g a-Athylbernsteinsdurediithylester gelést in 1000 ccm absolutem 
Alkohol 148t man in diinnem Strahl auf 270 g Natrium aufflieBen. Sobald die 
Reaktion nachlaBt, werden weitere 1700 ccm absoluter Alkohol schnell zu- 





*) Liebigs Ann, 242, 121 (1887). 
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getropft. Nach Auflésen des Natriums wird mit etwa 500 com Wasser versetzt, 
der Alkohol abdestilliert und Kohlensaure eingeleitet. Das gebildete Glykol (I) 
schwimmt als fast farblose Fliissigkeit auf der Sodalésung. Es wird mit Ather 
aufgenommen. Nach Trocknen und Abdampfen des Athers wird das Glykol 
destilliert. Es siedet bei 228—230° 10 mm Hg (Ausbeute etwa 50°/, d. Th.). 
Das 2-Athyl-1,4-butylenglykol bildet eine dickfliissige, farblose Fliissigkeit von 
nur geringem Geruch. Ein kleiner Teil wurde mit Pyridin und p-Nitrobenzoyl- 
chlorid in das p-Nitrobenzoylderivat verwandelt. Der Nitrokérper wurde aus 
Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 116°. 


CopHagN,O, (416.2) Ber. C 57.67 H 4,84 N 6,73 
Gef. ,, 57,54 ,, 5,02 ,, 6,85. 


36 g 2-Athyl-1,4-butandiol werden mit 10°/, Zinkbromid versetzt und 
bei 130° mit Bromwasserstoff gesattigt. Das mit Wasser gewaschene und mit 
Bicarbonat entsaiuerte 2-Athyl-1,4-dibrombutan‘) (III) wird destilliert. Es 
geht bei 92—96°/10 mm als farblose diinnflissige Fliissigkeit tiber (36 g). Das 
Bromid wird mit 35g Kaliumcyanid und 1g Kaliumjodid in 520 ccm etwa 
80°/,igem Alkohol 2 Stunden unter RiickfluB erhitzt. Man destilliert den 
Alkohol ab. Das Nitril [2-Athyl-1,4-dicyanbutan (IV)]schwimmt als braunliche 
Flissigkeit auf der Salzlésung. Es wurde mit Ather ausgeschiittelt und ge- 
waschen. Ausbeute 17 ¢ Nitril. Das Nitril 1a8t sich mit Alkohol und Chlor- 
wasserstoff nur sehr schwer verseifen, es wird deshalb 24 Stunden mit konzen- 
trierter alkoholisch-waBriger Kalilauge verseift. Die nach dem Abdampfen des 
Alkohols durch Salzsiure abgeschiedene rohe f-Athyladipinsaure (V) bildet 
eine braunliche Krystallmasse (12 g). Sie wird mit Alkohol und Chlorwasser- 
stoff in iiblicher Weise in den Athylester verwandelt. 11 g £-Athyladipinsadure- 
ester in 50 ccm absolutem Alkohol gelést, wird in diinnem Strahl auf 17 g 
Natrium gegossen, und nach Nachlassen der Reaktion das Natrium durch 
ZuflieBenlassen von weiteren 150 ccm absolutem Alkohol in Lésung gebracht. 
Nach Versetzen mit 25 com Wasser und Abdestillation des Alkohols schwimmt 
das 3-Athyl-1,6-hexandiol (VI) als fast farblose Fliicsigkeit auf der Natronlauge. 
Das erhaltene Glykol (5,1 g) wird mit 10°/, Zinkbromid versetzt und Brom- 
wasserstoff eingeleitet. Das so gewonnene 3-Athyl-1,6-dibromhexan (VII) 
wird durch Destillation gereinigt (erhalten 3,2 ¢, Siedep. 128—130°/10 mm). 
Das Bromid wird mit 3,5 g Kaliumcyanid und 0,2 ¢ Kaliumjodid in 52 ecm 
80°/,igem Alkohol 2 Stunden unter RiickfluB gekocht. Nach dem Abdestillieren 
des Alkohols wird das Nitril [3-Athy]l-1,6-dicyanhexan (VIII)] mit Ather aus- 
geschiittelt, Ausbeute: etwa 2g Nitril. Das Nitrilwird mit alkoholisch-waBriger 
Kalilauge 18 Stunden unter RiickfluB gekocht. Nach dem Abdampfen des 
Alkohols wird die y-Athylkorksaure (IX) mit Salzsdure in Freiheit gesetzt und 

4) Es lag nahe, aus diesem Bromid mit Hilfe der Malonestersynthese die 
y-Athylkorksiure direkt zu gewinnen, doch fiihrte die Reaktion quantitativ 
unter RingschluB zur Bildung der 3-Athylcyclopentancarbonsaure 


C,H,—CH-——CH, 
| 


) NCH - COOH, 
CH,—CH,” 


Der Athylester dieser Saéure siedet bei 85°/10 mm. 


C,9H,,0, (160,1) Ber. C 70,5 H10,5 Gef. C 69,8 H 10,5. 
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mit Ather ausgeschiittelt. Nach dem Abdampfen des Athers hinterbleiben 
1,85 g y-Athylkorkséiure als schwach braungefarbter Sirup. Die Saure kry- 
stallisiert nach dem Animpfen zu einem festen Krystallkuchen. Zur Reinigung 
wird sie aus Wasser unter Verwendung von etwas Tierkohle umkrystallisiert. 


CioH,,0, (202,1) Aqu.-Gew. Ber. 101,0 Gef. 102,2 
Ber. C 59,37 H 8,97 Gef. C 59,35, 59,55 H 9.14, 9,21. 


Die y-Athylkorksaure bildet farblose Krystalle vom Schmelzp. 61° (nach 
Sintern bei 59°). Sie ist leicht léslich in den meisten organischen Lésungsmitteln, 
auBer Petrolither und ziemlich leicht léslich in siedendem Wasser. Die Saure 
stimmt in ihren Eigenschaften mit denen der aus Harn gewonnenen villig 
iiberein. Der Mischschmelzpunkt mit den beiden y-Athylkorksaurepraparaten 
aus Harn nach Verfiitterung von y-Athyloctansdureglycerid bzw. s-Athyl- 
decansaureglycerid zeigte keine Depression. 

Synthese der f-Butyladipinsaure. Zum Vergleich mit der aus Harn 
gewonnenen Disaure, die sich als y-Athylkorksaure erwies, wurde dann noch 
die f-Butyladipinsaiure dargestellt, um diese ganz sicher ausschlieBen zu kénnen. 
Die Saure zeigte einen Schmelzpunkt von 63—64°, der also von dem der aus 
Harn gewonnenen Saure — 61° — nicht sehr abweicht, doch zeigte der Misch- 
schmelzpunkt eine Depression von 14°. Da die £-Butyladipinsaiure sowie die 
Zwischenprodukte ihrer Synthese unbekannt sind, sei ihre Darstellung im 
Folgenden noch kurz beschrieben. Die Synthese war ganz analog der oben 
beschriebenen Herstellung der f-Athyladipinsaure: 


HOOCCH,CH(0,H,)COOH -—» HOH,CCH,CH(C,H,)CH,OH 


a-Butylbernsteinsiure 2-Butyl-1, 4-butandiol 
~—> BrH,CCH,CH(C,H,)CH,Br -——»> NCCH,CH,CH(C,H,)CH,CN 
2-Buty]l-1, 4-dibrombutan 2-Butyl-1,4-Dicyanbutan _ 


——> HOOCCH,CH,CH(C,H,)CH,COOH 
6-Butyladipinsdure. 


Aus «-Bromcapronsaureathylester wird nach der Malonestersynthese 
a-Butylbernsteinsaure in farblosen Krystallen vom Schmelzp. 86° gewonnen. 
Der Athylester dieser Saure (Siedep. 135°/13 mm) wird mit Natrium und 
Alkohol zum 2-Butyl-1,4-butandiol reduziert. Das Glykol siedet bei 150/52° 
13 mm, seine p-Nitrobenzoylverbindung schmilzt bei 97°. Das mit Zinkbromid 
und Bromwasserstotf gewonnene 2-Butyl-1,4-dibrombutan siedet bei 117—120°/ 
13 mm. Das Bromid wird mit alkoholisch-waBriger Kaliumcyanidlésung in das 
2-Butyl-1,4-dicyanbutan iiberfiihrt, und dieses ohne weitere Reinigung mit 
alkoholischer Natronlauge verseift. Die daraus gewonnene f-Butyladipin- 
sdure bildet nach dem Umkrystallisieren aus Wasser farblose Krystalle vom 
Schmelzp, 683—64°, Sie ist in heiBem Wasser und den meisten organischen 
Lésungsmitteln gut léslich, unléslich in Petroléther. Die Ausheute betragt 
etwa 14¢ aus 250 ¢ Capronsaure. 


_ Synthese der f-Athylheptansaure. Als Ausgangsmaterial diente 
2-Athylhexylbromid®) (X), das iiber das Nitril (XI) in die B-Athylheptansaure 
verwandelt wurde. 


5) Diese Z. 274, 175, bes. 179 (1942). 
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C. H,; C,H U. H, 
ew "OH - CH, - ON oe CHCH, COOH 
C,H,” C,H, C,H, 


X 2-Athylhexylbromid XI 2-Athylhexyleyanid XII #-Athylheptansiiure. 


Zu einer siedenden Lésung von 4g Kaliumjodid in 2000 ccm 96°/,igem 
Alkohol 148t man langsam eine Lésung von 220g Kaliumnatriumcyanid in 
500 com warmem Wasser gelést einflieBen. Dann werden 580 ccm 2-Athyl- 
hexylbromid dazugegeben und 16 Stunden unter RiickfluB gekocht. Nach 
Abdestillation des Alkohols und Versetzen mit Wasser wird das Nitril [2-Athyl- 
hexyleyanid (XI)] im Scheidetrichter abgetrennt urd destilliert. Es geht bei 
81—86°/8 mm Hg als farblose Flissigkeit tiber. Spezif. Gew. 20°: 0,8385. 
Da die Verseifung des Nitrils mit Alkohol und Chlorwasserstoff Schwierigkeiten 
bietet, wird es mit 25°/,iger alkoholischer Kalilauge 24 Stunden unter RiickfluB 
gekocht. Nach Abdestillieren des Alkohols und Lésen in Wasser, scheidet sich 
eine groBe Menge f-Athylheptansdureamid als Krystallbrei ab, das mit Ather 
ausgeschiittelt und nochmals verseift wird. Aus den vereinigten waBrigen 
Seifenlésungen wird die £-Athylheptansaure (XII) mit verdiinnter Schwefel- 
siure abgeschieden und destilliert. Siedep. 128—129°/1 mm, Ausbeute etwa 
300 g. Spezif. Gew. 20°: 0,9049. 


C,H,,0, Aqu.-Gew. Ber. 158,1, _Gef. 157,8, 158,0. 


CH-CH,Br —> 


Die £-Athylheptansaure ist eine farblose élige Fliissigkeit von geringem, 
aber unangenehmem Geruch. Ihr Athylester siedet bei 90—93°/10 mm Hg. Das 
sehr charakteristische Amid der Saure bildet farblose Krystallschuppen, die 
sich leicht in Alkohol, Ather, Petrolather und Aceton lésen. Es 1aBt sich aus 
Methylheptan gut umkrystallisieren. Es schmilzt bei 84° und siedet bei 130 bis 
132°/7 mm Hg. Das £-Athylheptansiureamid 14B8t sich nur schwer verseifen. 


C,H,,ON (157,2) Ber. N 8,91 . Gef. N 9,06. 


Zusammenfassung 


1. Nach Verfiitterung von y-Athyloctansiuretriglycerid am 
Hunde konnte aus dem Harn — neben einer Saure C,)H,,O3 noch 
unbekannter Konstitution — y-Athylkorksadure rein isoliert werden. 
Dieselbe Saure trat im Harn nach Verabfolgung von e-Athyldecan- 
sduretriglycerid auf. 

2. Nach Verfiitterung von 6-Athylnonansduretriglycerid wurde 
aus dem Harn f-Athylheptansiure isoliert, die durch B-Oxydation 
entstanden ist. 

8. Die Synthese von y-Athylkorksiure, $-Butyladipinsiure 
und von f-Athylheptansiure wird beschrieben. 
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Das Salicylat-Ion als spezifischer Hemmungsstoft 
der Biosynthese der Pantothensdure 


Von 


G. Ivanovies 


(Aus dem Institut fiir Allgemeine Pathologie und Bakteriologie 
der kgl. ung. N. v. Horthy-Universitit in Szeged, Ungarn) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juni 1942) 


Vor nicht langer Zeit ist es mir gelungen nachzuweisen!”), 
daB die auf das Wachstum der Bakterien unter entsprechenden 
Versuchsbedingungen ausgeiibte hemmende Wirkung des Natrium- 
salicylats als spezifisch angesprochen werden darf. Fir diese 
spezifische antiseptische Wirkung des Natriumsalicy- 
lats ist bezeichnend, daB sie durch geringe Mengen von 
Pantothensiure aufgehoben werden kann. Unter den mit 
der Salicylsiure chemisch verwandten Verbindungen zeigten bloB 
Acetylsalicylat und Salicylsiurephenylester diese Eigenschait; 
andere Stoffe, wie z. B. Thiosalicylsiure, Salicylsiureamid usw., 
iibten entweder keine oder — wie z. B. die Benzoesiure — blob 
eine atypische Wirkung aus’). Meine bisherigen Untersuchungen, 
bei denen wir yvornehmlich Staphylokokken verwendet hatten, 
ergaben ferner, da8 Natriumsalicylat auBer durch seine spezi- 
fische bakteriostatische Wirkung auch noch auf dem Wege eines 
anderen Mechanismus imstande sei, das Wachstum der Bakterien 
zu beeintriichtigen. Diese Wirkungsweise, die in auffallenderem 
MaBe erst bei starker Salicylatkonzentration (Mol/10—15) zur 
Geltung gelangt, erscheint jedoch nicht spezifisch: man darf an- 
nehmen, daf die unspezifische antiseptische Wirkung dieses 
Mittels mit der EiweiB denaturierenden Wirkung des Natrium- 
salicylats zusammenhinge. Anson und Mirsky‘) fanden, dab 
KiweiB — sie verwendeten Himoglobin — durch Natriumsalicylat 


' G. Ivanovies, Naturw. 30, 104 (1942). 

*) Derselbe, Klin. Wsehr. 21, 243 (1942). 

‘) Derselbe, erscheint demniichst. 

‘) M. L. Anson u. A. E. Mirsky, J. of Gen. Physiol. 17, 399 (1934), 
@ 
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in einer Konzentration von 0,1—0,25 Mol denaturiert werde. Das 
MaB der Denaturierung und die Gréfe des denaturierten Anteils 
stehen im geraden Verhiltnis zur Konzentration des Salicylats. 
Auf Grund der Beobachtung von Anson und Mirsky lieBe sich 
demnach die unspezifische Komponente der antiseptischen 
Salicylatwirkung erkliren. Fiir den Mechanismus der spezifischen 
Wirkung, die wir bei der Verwendung unseres Staphylokokken- 
stammes auch noch bei der Konzentration von Mol/1,000 nach- 
weisen konnten, fand sich bisher noch keine zufriedenstellende 
Erklirung. Diesbeziiglich dachten wir zuniichst?) an eine Ahnlich- 
keit mit jenem Mechanismus, den Kuhn und seinen Mitarbeitern °) 
bei ihren Versuchen mit Pantothensiure und ihrem sulfosauren 
Analogon angetroffen hatten. Nach Kuhn und seinen Mitarbeitern 
wird nimlich das Wachstum des einen der Milchsiurebazillen, 
des Streptobacterium plantarum, durch das sulfosaure Analogon 
der Pantothensiure, durch das a,y-Dioxy-f,$-dimethyl-butyryl- 
taurin unter entsprechenden Versuchsbedingungen aufgehoben. 
Die Sulfosiurewirkung auf dieses Bakterium, das sich nur in 
Gegenwart von Pantothensiure entwickelt, gelangt je nach dem 
Pantothensiuregehalt des Nahrbodens zur Geltung. Diese Er- 
scheinung soll nach Kuhn und seinen Mitarbeitern folgendermaBen 
zu erkliren sein: durch das sulfosaure Analogon werde die Panto- 
thensiure vom ,,Triger“ — an den dieses Vitamin in der Zelle 
locker gebunden ist — verdriingt und damit zugleich ihrer Wirkung 
beraubt. Diese Auffassung wird durch den Umstand unterstiitzt, 
daB der zwischen der Carbonsiiure (Pantothensiiure) und dem 
sulfosauren Analogon bestehende Gleichgewichtszustand durch das 
Gesetz der Massenwirkung bestimmt wird. 

Die eben erwahnten Versuche der genannten Forscher waren 
unmittelbar vor dem Abschlu8 unserer ersten Beobachtungen ver- 
Offentlicht worden und wir nahmen seinerzeit an, daB die spezi- 
fische Wirkung des Salicylats auf ihnliche Weise zu erkliren sei. 
Dieser Erklarungsversuch stieB jedoch alsbald auf gewisse Schwierig- 
keiten, so da wir diese Auffassung als Arbeitshypothese ver- 
buchten. Unsere weiteren Versuchsergebnisse’) lieBen erkennen, 
daB die Salicylatwirkung in recht bezeichnender Weise zu den 
Kigenschaften des Molekiils gehére; damit verstiirkte sich unser 
Zweifel an der Richtigkeit unserer Erklirung und dies um so 


*) R. Kuhn, T. Wieland u. E. F. Méller, Ber. chem. Ges. 74, 1605 
(1941). 
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mehr, als die Wirkung des sulfosauren Analogons durch Kuhn 
und seine Mitarbeiter in hohem Grad als spezifisch bezeichnet 
worden ist. Im Laufe der hier beschriebenen Nachforschungen 
muBten wir im Gegensatz zu unserer ersten Annahme zu der 
Feststellung gelangen, daB die spezifische bakteriostatische 
(antiseptische) Wirkung des Salicylats darauf beruhe, 
daB die in der Bakterienzelle vor sich gehende Panto- 
thensiuresynthese durch dieses Anion in spezifischer 
Weise aufgehoben werde. 

AnlaBlich unserer ersten Versuche verwendeten wir vor- 
wiegend Staphylococcus aureus. Es erschien zweckmiBig, die 
friiheren Versuche teilweise zu erginzen und auch auf andere 
Bakterien zu erstrecken. Zu den neueren Versuchen verwendeten 
wir auger Staphylococcus aureus auch noch Proteus Morgan 
und Colibazillen. In bezug auf die Wachstumsbedingungen 
bestehen zwischen diesen 3 Mikroorganismen wesentliche Unter- 
schiede. Am einfachsten zu behandeln sind bekanntlich Coli- 
bazillen: dieses Bakterium entwickelt sich in Gegenwart von 
Ammonium als einziger Stickstoffquelle und Glucose als einziger 
Knergiequelle sowohl unter aeroben®”§) wie auch unter anaeroben ®) 
Verhaltnissen. Obwohl der Colibacillus auch unter den genannten 
einfachen Verhiltnissen gedeiht, ist die Befriedigung der Nihr- 
bediirfnisse auf die erwihnte Weise nicht als ideal zu bezeichnen. 
Wie Sahyun und seine Mitarbeiter’) sowie auch wir beobachten 
konnten, wird die Entwicklung des Bacillus durch eine Amino- 
siure allein schon wesentlich begiinstigt. Diese giinstige Wirkung 
wird durch die Beimengung mehrerer Aminosiuren oder durch 
KiweiBhydrolysate noch weiter verstirkt. Die giinstige Wirkung 
fiuBert sich besonders auffallend im Beginn des Wachsens der 
Bakterien; voll entwickelte, 24 Stunden alte oder noch Altere 
Kulturen weisen keine gréBeren Unterschiede in bezug auf die 
Bakterienzahl auf. Bisher liegen keine verliflichen Angaben 
dariiber vor, ob der Colibacillus auch noch eines akzessorischen 
Stoffes bedarf oder nicht. Sahyun und seine Mitarbeiter’) nehmen 
die Mitwirkung eines ,,growth stimulating factor“ an, kénnen aber 


6) H. Braun u. C. E. Cabn-Bronner, Zbl. Bakter., Orig. I, 86, 1, 
196 (1921), 
7) §. A. Koser, J. Bacter. (Am.) 8, 493 (1923). 
*) M. Sahyun, P. Beard, E. W. Schultz, J. Snow u. EK. Gross, 
J. infect. Dis. (Am.) 58, 28 (1936). 
*) M. Stephenson u. M. D. Whetham, Biochemie. J. 18, 498 (1924). 
Q* 
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das Vorhandensein eines solchen auf dem Versuchswege nicht 
nachweisen. Es erscheint wahrscheinlich, daB die durch diese 
Forscher beobachtete Wirkung auf den Aminosiuregehalt ihrer 
»Concentrata“ zuriickzufiihren war. 


Pelezar und Porter!) stellten fest, daB der Morgan- 
Bacillus zwar Ammonium assimilieren kann, dab sein Wachstum 
jedoch nur in Gegenwart von Pantothensiure statt- 
findet! Im iibrigen bedarf dieses Bakterium keiner anderen 
akzessorischen Stoffe. Der Staphylococcus braucht einen be- 
deutend komplizierteren Nahrboden als der Coli- oder Morgan- 
Bacillus: neben einer groBen Zahl verschiedener Aminosiuren 
sind Aneurin und Nicotinsiiureamid unerlifliche Bestandteile des 
Nihrbodens!!). Diese 3 Bakterienarten, die in ihrem Stoffwechsel 
hochgradig voneinander abweichen, schienen zur Erforschung 
unserer Frage besonders geeignet. 


Das Wesen unserer Versuche bestand darin, die Vermehrung 
des aus einer geringen Bakterienzahl bestehenden Inokulums unter 
verschiedenen Bedingungen zu priifen. Bei Verwendung eines kleinen 
Inokulums (etwa 5000—10000 Bakterien) lieB sich nimlich die 
Menge der aus dem Nahrboden oder aus den Bakterien selbst 
stammenden Fremdstoffe auf ein Minimum reduzieren, daher 
konnten die Bedingungen der Zellvermehrung unter  selbst- 
geschaffenen und wohlbekannten Verhiltnissen untersucht werden. 


Der zu den Staphylokokkenversuchen verwendete sogenannte 
,casein-Naihrboden“?*) entsprach samtlichen Anforderungen dieses 
Erregers; der Nahrboden enthalt neben Caseinhydrolysat auch 
Aneurin und Nicotinsiureamid. Bei den Staphylokokkenversuchen 
wollten wir vor allem erfahren, welcher Pantothensiuremengen 
bzw. welcher Salicylatkonzentration es bedarf, um die durch das 
Natriumsalicylat verursachte Wachstumshemmung zu_beheben. 
Unsere diesbeziiglichen Versuche ergaben, daB die antagonistische 
Wirkung der Pantothensiiure je nach der verschiedenen Salicylat- 
konzentration in verschiedenem Mae zur Geltung kommt (vgl. 
Tab. I). In den Réhrchen, in denen deutliches Wachstum nach- 
zuweisen war, ergaben sich fiir das Verhiltnis zwischen der 
kleinsten Pantothensiuremenge und dem Salicylat folgende Werte: 


) M. J. Pelezar u. J. R. Porter, J. of Biol. Chem. 139, 110 (1941). 

') B.C. J. G. Knight, Biochemie. J. 31, 731 (1937). 

‘*) Beschreibung des Nihrbodens ygl. bei G. Ivanovies, Z. Immunit. 
forsch. 101, 60 (1941). 
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durch je 1 Mol Pantothensaéure wurde 
bei einer Salicylatkonzentration von Mol/62 die Wirkung von 20100 Mol 


bei __,, + »» Mol/125 ,, i », 26400 Mol 
bei __,, is »» Mol/250 ,, " 1,5 33400 Mol 
bei »» Mol/500 ,, ‘9 5 40000 Mol 


Salicylat aufgehoben. 

Aus diesem Ergebnis geht hervor, da die Quotienten, die 
das quantitative Verhaltnis des zwischen Salicylat und Pantothen- 
siure bestehenden Antagonismus ausdriicken, verschieden und je 
nach der Salicylatkonzentration verinderlich sind. Nach Aussage 
dieser Quotienten erweist sich die Pantothensiure bei stirkerer 
Salicylatkonzentration als relativ weniger wirksam. Wir sind uns 
im klaren, da8 man auf Grund dieser Werte allein kein Schliisse 
auf das Wesen des Wirkungsmechanismus ziehen kann; denn 
auBer der dem Nahrboden beigemengten Pantothensiure hat man 
auch noch mit der durch die Kokken gebildeten zu rechnen (vgl. 
Tab. X), eine bei quantitativen Berechnungen keinesfalls zu ver- 
nachlissigende Menge. In bezug auf das Wesen unserer Frage 
glauben wir daher folgender Beobachtung gréBere Bedeutung bei- 
legen zu sollen: die Wirkung des Natriumsalicylats laiBt 
sich nicht nur durch Pantothensiure, sondern auch durch 
einen Baustein derselben, naimlich durch «a,y-Dioxy- 
6,6-dimethylbuttersiure, richtiger gesagt durch das 
Lacton derselben aufheben (vgl. Tab. II). Der andere Bau- 
stein des Vitamins, das #-Alanin erwies sich hingegen 
in dieser Hinsicht als wirkungslos. Unsere Versuche zeigen 
auch, daB Pantothensiure 20000 mal wirksamer ist als das Lacton. 

Besondere Bedeutung wollen wir im Sinne unserer Frage 
den mit dem Morgan- Bacillus ausgefiihrten Versuchen beimessen. 
Wie aus Tab. III erhellt, wird das Wachstums dieses Bakteriums 
durch die Natriumsalicylatkonzentration von Mol/40 bei den ver- 
schiedensten Pantothensiurekonzentrationen unterbunden. Bei ge- 
ringeren Salicylatkonzentrationen nimmt die hemmende Wirkung 
im Verhiltnis der Konzentration ab. Es zeigt sich aber ferner, 
da8 der Grad der hemmenden Wirkung von der Menge 
der Pantothensiure vollkommen unabhingig ist. Bei Ver- 
wendung des Morgan-Bacillus, der keine Pantothensdure produ- 
ziert, konnten wir somit von den beiden Komponenten der anti- 
septischen Salicylatwirkung bloB die eine, die unspezifische 
nachweisen, wiihrend der Nachweis der anderen Komponente, der 
spezifischen nicht gelungen ist. Bei unseren friiheren Ver- 
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suchen”), zu denen wir auBer Staphylokokken auch Paratyphus A- 
und B-, Typhus- und Colibazillen verwendet hatten, lieB sich hin- 
gegen das Vorhandensein der spezifischen Komponente einwand- 
frei beweisen. Im Gegensatz zum Morgan-Bacillus produ- 
zieren die letztgenannten Bakterien wahrend ihres 
Wachsens Pantothensiure (vgl. Tab. X). 

Zur Frage des Pantothensiurebedarfs des Morgan-Bacillus 
bemerken Pelczar und Porter?), daf sie bei den Versuchen 
mit ihrem Stamm nicht imstande waren, dieses Vitamin durch 
einen seiner Bausteine zu ersetzen. Uber die gréBte verwendete 
Konzentration geben diese Verfasser keine naheren Angaben. Im 
Gegensatz zu diesen Befunden fanden wir, daB der eine Bau- 
stein der Pantothensiure, die Dioxyisocapronsaure (rich- 
tiger das Lacton derselben) imstande ist, das Vitamin 
selbst in einer 10000mal starkeren Konzentration zu 
ersetzen. #-Alanin erwies sich jedoch als vollkommen wirkungs- 
los, durch seine Gegenwart wurde nicht einmal die Wirkung des 
Lactons verstarkt. Aus diesen Beobachtungen folgt, daB der 
Morgan-Bacillus unter den Bausteinen der Pantothen- 
siure bloB die Dioxyisocapronsdure nicht aufbauen kann. 

Weit schwerer ist es, die Ergebnisse unserer mit dem Coli- 
bacillus ausgefiihrten Versuche kurz zusammenzufassen. Dieser 
Mikroorganismus zeigte nimlich je nach der zur Unter- 
suchung verwendeten Nahrfliissigkeit ein ganz ver- 
schiedenes Verhalten gegen die wachstumshemmende 
Eigenschaft des Salicylats. War als N-Quelle nur Ammonium- 
sulfat verwendet worden, dann wurde das Wachsen des Colibacillus 
durch Salicylat auch in der Verdiinnung von Mol/50000 verhindert. 
Enthielt aber die Nahrfliissigkeit neben dem Ammonium-Ion auch 
noch ein Kiwei’hydrolysat, dann kam die Salicylatwirkung ent- 
weder gar nicht oder kaum zur Geltung. So wurde die Salicylat- 
wirkung bei der Salicylatkonzentration von Mol/400 durch die 
Beimengung des schwefelsauren Hydrolysats von 0,15 mg Casein 
oder einem anderen EiweiB (krystallisiertes Serumalbumin, Hier- 
albumin, Gelatine) vollkommen aufgehoben. Gereinigtes, natives 
Casein oder die Lésung krystallisiert. Serumalbumins zeigten 
jedoch auch bei der Verwendung von mehreren Milligramm keine 
derartige Kigenschaft (vgl. Tab. VII). Wir glaubten annehmen zu 
diirfen, daB die auffallende Wirkung des Caseinhydrolysats auf 
eine in demselben vorhandene Aminosiure oder auf die Gegen- 
wart eines akzessorischen Stoffes zuriickzufiihren ist. Nachdem 
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wir jedoch die einzelnen uns zur Verfiigung stehenden, reinen 
Aminosdiuren unter den oben angefiihrten Versuchsbedingungen 
der Reihe nach untersucht hatten, fanden wir sogar die Menge 
von 1—2 mg derselben vollkommen wirkungslos, Da wir einer- 
seits nicht alle bisher bekannten Aminosiuren durchuntersuchen 
konnten, andererseits auch mit der Gegenwart einer bisher noch 
unbekannten Aminosiure zu rechnen war, versuchten wir den 
wirksamen Bestandteil des Caseinhydrolysats zu isolieren bzw. zu 
konzentrieren. ‘Trotz Anwendung der verschiedensten Verfahren 
[Extraktion mit Butylalkohol bei verschiedenem p,,, Fallung mit 
Phosphorwolframsiure bzw. mit Schwermetallsalzen, Verfahren 
nach Brazier’*) usw.] ist es uns jedoch nicht gelungen, den wirk- 
samen Stoff in erheblicherem MaBe zu konzentrieren; die auf diese 
Weise gewonnenen Fraktionen zeigten sich héchstens 2—3 mal 
stirker als der urspriingliche Stoff. Wir muBten demnach an- 
nehmen, daB das Caseinhydrolysat nicht eine, sondern mehrere 
Aminosauren enthialt, die die oben beschriebene Wirkung ausiiben, 
oder daB zur Erreichung der Wirkung ein Gemenge mehrerer Amino- 
siuren notwendig ist. Da die Antisalicylatwirkung der einzelnen 
Aminosiuren viel zu gering zu sein schien, um sie bei einer 
Salicylatkonzentration von Mol/400 nachweisen zu kénnen, muSten 
wir uns zur Untersuchung dieser Frage eines anderen Verfahrens 
bedienen. Als zweckentsprechend erwies sich folgende Versuchs- 
einrichtung: Zur Niahrfliissigkeit, die als N-Quelle nur 
Ammoniumsulfat enthalt, mengten wir Salicylat in ver- 
schiedenen Mengen und untersuchten, bis zu welchem 
Verdiinnungsgrad gleiche Mengen Aminosaure oder deren 
Gemenge (1,25 mg) imstande sind, die antiseptische Wir- 
kung des Salicylats aufzuheben. Wie aus den Tab. VII, VIII 
und IX zu ersehen, sind die einzelnen Aminosiuren bis zu ver- 
schiedenen Graden wirksam. Wéahrend einige Aminosduren wie 
Glykokoll, Asparaginsiure, Cystein u. a. kaum eine Wirkung er- 
kennen lieBen, konnten andere, wie z. B. Lysin, Valin, Leucin 
oder Methionin die bakteriostatische EKigenschaft des Salicylats 
auch bei starker Konzentration desselben zunichte machen. Durch 
natives Casein oder Witte-Pepton wird die antiseptische Kigen- 
schaft des Salicylats sehr schwach gehemmt, waren aber diese 
Verbindungen hydrolysiert worden, dann entwickelten sich die 
Bakterien in Gegenwart der Hydrolysate auch bei der stiarksten 


18) M. A. B. Brazier, Biochemic. J. 24, 1188 (1930). 





ae ates 


| 
| 
| 


teats seine abd 


Oa 


= 








40 G. Ivanovies, 


(Mol/100) Salicylatkonzentration unbehindert. Die Wirkung der 
einzelnen Aminosiuren erreichte jedoch niemals so hohe Grade 
wie die gleiche Menge eines HiweiBhydrolysats; wahrscheinlich 
ist also das Gemenge iaehrerer Aminosiuren bei gleichen Mengen 
wirkungsvoller als die einzelnen Komponenten allein. Auf Grund 
sehr zahlreicher Versuche konnten wir uns davon iberzeugen, 
daB die Antisalicylatwirkung um so deutlicher zum 
Ausdruck gelangt, je mannigfaltiger die als N-Quelle 
verwendeten Aminosaiuregemenge sind. bei paarweiser 
Kombination der Aminosiuren fanden wir, dai ihre Wirkung 
— insbesondere jene des Lysins, Valins und Leucins — durch 
die Gegenwart von Methionin auffallend gesteigert wird. 
Diesbeziiglich soll besonders auf die Angaben der Tab. VIII aut- 
merksam gemacht werden, aus der die Ergebnisse der Kombi- 
nation der basischen Aminosiiuren und Methionin zu _ ersehen 
sind. Ahnliche Ergebnisse erhellen auch aus Tab.IX, auf der 
die bei simtlichen untersuchten Aminosiiuren gefundenen Ergeb- 
nisse zusammengestellt sind. Die letztere Tabelle zeigt deutlich, 
daB die Wirkung einzelner Aminosiuren — die an sich 
wirksamer sind als die tibrigen — durch Methionin in hohem 
MaBe aktiviert wird. Als am starksten wirksam erwiesen 
sich die Aminosauren Leucin, Valin und Lysin, als etwas 
schwacher als diese das Isoleucin. Es folgen dann der Reihe 
nach Glutaminsaiure, Arginin usw. Auffallenderweise gehéren die 
aromatischen Aminosiuren auch zu den weniger wirksamen. 

Die mit den Aminosaurepaaren ausgefiihrten Versuche sprechen 
demnach eindeutig dafiir, da’ einzelne Aminosiiuren durch Methionin 
in hohem MaBe aktiviert werden. Methionin lift sich in dieser 
Hinsicht durch Cystin nicht ersetzen. Mit Methionin kombiniert 
erwiesen sich Leucin, Lysin und Valin — etwas weniger auch 
Isoleucin — als ,,spezifischer“ als die tibrigen Aminosiiuren; diese 
auffallende EKigenschaft erschien bei den mit dem Gemenge 
mehrerer Aminosduren ausgefiihrten Versuchen immer mehr ver- 
waschen. Die Gemenge von Aminosiduren, die an sich weniger 
wirksam sind, zeigten stets stiirkere Wirksamkeit als ihre Be- 
standteile allein. Die aus einer gréBeren Zahl von Aminosiuren 
hergestellten Gemenge waren nahezu so wirksam wie z. B. Valin 
oder Lysin; auffallenderweise wirkt Methionin auch auf minder 
wirksame Aminosiiuremischungen aktivierend. Erwihnenswert ist, 
daB eine keine Aminosiiure enthaltende Kultur in 24 Stunden 
héchstens bloB um 25°/, weniger Bakterien enthiilt als die casein- 
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hydrolysathaltige Kultur. Trotz dieses scheinbar geringen Unter- 
schieds wurde jedoch das Wachstum der Kulturen durch die 
Aminosiurengemenge, in erster Linie durch die Kiweifhydro- 
lysate, sehr giinstig beeinfluBt, was vornehmlich in dem rascheren 
Kinsetzen der Entwicklung des Inokulums zum Ausdruck gelangt. 


Auf Grund aller dieser Beobachtungen darf man feststellen, 
daB sich der Colibacillus in bezug auf die Salicylat- 
empfindlichkeit je nach der zur Verfiigung stehenden 
Stickstoffquelle verschieden verhialt. Es gelang uns ferner 
nachzuweisen, daB diese Verinderung der Salicylatempfindlichkeit 
mit dem Pantothensiureproduktionsvermégen des Colibacillus in 
engem Zusammenhang steht. Bei der Verwendung der kom- 
plexen N-Quelle (Caseinhydrolysat) produzierte der Colibacillus 
etwa Smal mehr Pantothensiure als in Gegenwart von Ammo- 
niumsulfat + Glykokoll; auf der anderen Seite wurde unter den 
letzterwahnten Verhiltnissen die antiseptische Wirkung des Sali- 
cylats durch sehr geringe Mengen (Konzentration von Mol/10‘) 
Pantothenséure aufgehoben. Auer der Pantothensiure erwies 
sich auch einer ihrer Bausteine, die Dioxyisocapronsiure als 
wirksam, $-Alanin hingegen als wirkungslos. Das Vitamin selbst 
zeigte sich 10000—20000 mal wirksamer als die Dioxyisocapron- 
siure. Unsere weiteren Versuche (vgl. Tab. V) beantworten die 
Frage, in welchem Mae die Pantothensiiurewirkung bei den 
einzelnen Salicylatkonzentrationen zur Geltung gelangt. Im Gegen- 
satz zu den Staphylokokkenversuchen wird hier durch 1 Mol 
Pantothensiure bei stirkerer Konzentration des Antiseptikums 
die Wirkung von verhiltnismiBig mehr Salicylat aufgehoben als 
bei schwacherer Konzentration desselben. 


SchluBfolgerung 


Unsere Versuchsergebnisse bieten unseres Krachtens geniigende 
Anhaltspunkte, um die spezifische Wirkung des Salicylat-lons zu 
erkliren, Fiir die spezifische Wirkung des Salicylats ist 
bezeichnend, daB diese nur dann nachweisbar ist, wenn 
es sich um Bakterien handelt, die Pantothensiure syn- 
thetisieren. Der Morgan-Bacillus, auf den Salicylat keine 
spezifische Wirkung ausiibt, ist nicht imstande, den Baustein der 
Pantothensiure, die ,y-Dioxy-f,3-dimethylbuttersiure aufzubauen; 
in bezug auf ihre Synthese erweist sich demnach dieses Bakterium 
als defizient. Auf der anderen Seite konnten wir beobachten, 
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daB das Wachstum jener Bakterien, die Pantothensiure pro- 
duzieren (Coli, Staphylokokken), durch Salicylat in spezifischer 
Weise gehemmt wird. Bezeichnend fiir diese Hemmung ist der 
Umstand, daB sie durch Pantothensiiure — oder in geringerem 
Grade durch einen ihrer Bausteine, die Dioxyisocapronsiiure — 
zunichte gemacht wird, wihrend #-Alanin wirkungslos ist. Das 
Wachstum der durch Salicylat vergifteten Colibazillen 
und Staphylokokken setzt demnach im wesentlichen auf 
denselben Reiz ein wie jenes des zum Aufban der Di- 
oxyisocapronsadure unfahigen Morgan-Bacillus. Auf Grund 
dieser Analogie muB die spezifische Wirkung des Salicylats daraut 
zuriickgefiihrt werden, dag das Bakterium in Gegenwart von 
Salicylat nicht imstande ist, die «,y-Dioxy-f,3-dimethylbutter- 
siure zu synthetisieren. Auf die Kinwirkung des Salicylats ge- 
langen demnach die Bakterien in den Zustand der ,,Avitaminose“, 
so daB die auf exogenem Wege zur Geltung gelangende Pantothen- 
siure auch auf jene Bakterien eine ,,Vitamin‘-Wirkung ausibt, 
die diesen akzessorischen Stoff selbst produzieren kénnen. Auf 
Grund unserer quantitativen Versuche glaubten wir annehmen zu 
diirfen, daB sich zwischen dieser Erscheinung und der Avita- 
minose der Tiere eine Analogie nachweisen lat; bekanntlich 
lassen sich die Avitaminosen der Tiere durch genau definierbare 
Vitaminmengen beheben. Wir fanden jedoch, da die sich infolge 
der Salicylatvergiftung einstellende ,Avitaminose“ je nach der 
Salicylatkonzentration durch verschiedene Pantothenatmengen zu 
beheben ist. Ferner lie® sich noch feststellen, dab bei Colli- 
bazillen einerseits und bei Staphylokokken andererseits wesent- 
lich verschiedene quantitative Verhiltnisse bestehen. 


Vom Standpunkt unserer Frage erscheinen die mit dem Coli- 
bacillus ausgefiihrten Versuche besonders aufschluBreich, obwohl 
sie bei oberflichlicher Betrachtung mit der eben geschilderten 
Salicylatwirkung im scheinbaren Widerspruch stehen. Der Coli- 
bacillus besitzt bekanntlich die Fiahigkeit, Ammonium zu assimi- 
lieren, was aber nicht als ,natiirlicher Metabolismus“ zu gelten 
hat. Im Dickdarm, also im natiirlichen Aufenthaltsort oder auf 
einem aus Fleischextrakten hergestellten Nihrboden kann der 
Bacillus dieser EKigenschaft entsagen. Nach der Nomenklatur 
von Virtanen?4) und seinen Mitarbeitern diirfte die oben erwihnte 


4) Zit. nach B.C. J.G. Knight, Bacterial Nutrition, London 1936, 
S. 164—171. 
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Fahigkeit des Colibacillus auf ,adaptive“ Enzyme zuriickzufihren 
sein; dafiir spricht auch der Umstand, daf der Bacillus, sobald 
er aus der Agarkultur auf einen bloB Ammonium als N-Quelle 
enthaltenden Nahrboden iiberimpft worden ist, nur unsicher und 
langsam zu wachsen beginnt. Der Colibacillus assimiliert im 
Dickdarm unter natiirlichen Lebensbedingungen Aminosiuren 
mit Hilfe der ,,konstitutiven® Enzyme. Den Fortpflanzungs- 
bedingungen entspricht demnach am meisten der Zustand, in 
dem der Bacillus die zum EKiweiBaufbau nétigen Aminosauren 
fertig erhalt. Wie sehr seine Lebensbedingungen auf diesen Um- 
stinden beruhen, geht auch daraus hervor, daB diese Zelle 
keinerlei Kinrichtung zur EiweiBproteolyse aufweist. Dies darf 
nicht bloB auf Grund der allgemein bekannten ‘T'atsache be- 
hauptet werden, daf der Colibacillus ,,Gelatine nicht vertliissigt*, 
sondern folgt auch darans, daB es bisher nicht gelungen ist, in 
den Kulturen oder Extrakten des Colibacillus ein proteolytisches 
»“xoferment* aufzufinden. Im Laufe unserer Versuche gewannen 
wir den Eindruck, da natives Casein oder Pepton durch den 
Colibacillus nur in dem Ma8e assimiliert werden, wie diese Pra- 
parate mit Zerfallsprodukten niedrigster Ordnung verunreinigt 
sind. Das den N-Stoffwechsel des Colibacillus ausfiihrende ,,kon- 
stitutive*’ Enzymsystem ist demnach gar nicht oder blo8 in sehr 
geringem Grade auf die Synthese der Aminosiuren eingestellt, 
was unter idealen Verhaltnissen (im Darmkanal) auch nicht not- 
wendig ist. Die Synthese der Bausteine der Pantothensiure steht 
auch im engen Zusammenhang mit dem Aminosaureeinsatz der 
Zellen. Nach Kuhn und Wieland?) soll die Synthese des 
Vitaminbausteins, der Dioxyisocapronsiure in den Pflanzen aus 
Valin zustande kommen kénnen; diese Méglichkeit konnte auch 
experimentell bestatigt werden. Man darf daher annehmen, daB 
alle jene Faktoren, die den N-Stoffwechsel des Coli- 
bacillus beritithren, auch die Synthese der Pantothen- 
siure beeinflussen. 


Die Richtigkeit unserer Annahmen lieB sich auch auf dem 
Versuchswege erhirten. Hierzu diente folgende Beobachtung: 
sobald der Colibacillus seinen N-Bedarf durch Ammo- 
nium und Glykokoll befriedigte, produzierte er be- 
deutend weniger Pantothensiure als in Gegenwart von 
Caseinhydrolysat. Der auffallende Unterschied laBt sich nicht 


’) R. Kuhn u. T. Wieland, Ber. chem. Ges. 75, 121 (1942). 
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durch die Tatsache erkliren, dali das [Inokulum bei Inanspruch- 
nahme der irmeren N-Quelle etwas spiter zu wachsen begann 
(vgl. Tab. XI), denn die Werte beziehen sich auf einen 48-Stunden- 
Versuch. Die Pantothensiiureproduktion geht somit_ ,,leichter‘ 
vor sich, wenn dem Colibacillus eine optimale N-Quelle zur Ver- 
fiigung steht. 


Wir verfiigen ferner iiber Beweise, daf die spezifische 
hemmende Wirkung des Salicylats in Gegenwart gewisser Amino- 


siuren, wie Valin, Leucin, Lysin — besonders dann wenn diese 
mit Methionin gepaart sind — schwiicher zur Geltung kommt 


als in Gegenwart der iibrigen Aminosiuren. MHervorzuheben ist, 
daB diese Aminosiiuren in bezug auf die Form ihres Kohlen- 
stoffgeriists und auf die Kohlenstoffatomzahl dieses Geriists der 
Dioxyisocapronsiure, also dem Baustein der Pantothensiure, am 
nichsten stehen. Was das Lysin anlangt, so darf man daran 
denken, da8 die isomere ,,Nor-pantothensiiure* mit Hilfe der 
Desaminierung des Lysins durch die Zelle leicht erzeugt werden 
kénnte. Im Schrifttum sind Angaben!®!") zu finden, die besagen, 
daB Stofte von ahnlichem Bau wie die Pantothensiure tiber die- 
selbe Wirksamkeit verfiigen kénnen wie diese. 


Will man nun in Anbetracht des bisher Gesagten versuchen, 
die Natur jenes Enzyms niher zu bestimmen, auf das das Sali- 
cylat eine spezifische hemmende Wirkung ausiibt, mu’ man an- 
nehmen, daf diesem die — vielleicht ausschlieBliche Aufgabe 
zukommt, die Synthese des Pantothensiurebausteins, der Dioxy- 
isocapronsaure, zu besorgen. Der Morgan-Bacillus verfiigt iiber- 
haupt nicht tiber dieses Ferment; der Staphylokokkus kann die 
Pantothenséiure nur mit Hilfe dieses Ferments aufbauen. Dem 
Colibacillus scheinen mehrere Wege zum Aufbau der Pantothen- 
siure offen zu stehen. Der eine davon — dessen er sich auch 
dann bedienen kann, wenn die zum Eiweifaufbau notwendigen 
Aminosiuren durch die Zelle selbst synthetisiert werden miissen — 
ist jener, auf den Salicylat in spezifischer Weise einwirkt. Falls 
der Colibacillus nicht oder blo zum Teil genétigt ist, Amino- 
siuren zu synthetisieren, steht ihm zum Aufbau der Pantothen- 
siure auch noch ein anderer Weg zur Verfiigung. Der letztere 
kann durch Salicylat nicht beeintrichtigt werden und so erklirt 





) D. W. Woolley u. B. L. Hutchings, J. Bacter. (Am.) 38, 285 
(1939); 39, 287 (1940). 
1%) J.Subbarow u. L. Rane, J. Amer. Chem. Soc. 61, 1616 (1939). 
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sich die Tatsache, da die Salicylatwirkung in Gegenwart von 
KiweiBhydrolysaten nicht zur Geltung kommt. 


Versueche 


Versuche mit Staphylokokken. Zu diesen Versuchen bedienten 
wir uns des an anderer Stelle beschriebenen Verfahrens”*). Verschiedene 
Mengen Natriumsalicylat und Pantothenat werden in 4 eem_,,Caseinniihr- 
boden** gebracht und die Réhrechen mit Staphylokokken (St. aureus) be- 
schickt. Zu den Versuchen verwendeten wir die (+)-Calciumpantothenat- 
lésung in einer Konzentration yon Mol/10-*, die unter sterilen Kautelen 
mit destilliertem Wasser hergestellt und 10 Minuten lang auf dem Wasser- 
bad bei 100° sterilisiert worden war. Nach Zugabe ‘des Salicylats und 
Pantothenats wurden die Réhrehen mit destilliertem Wasser auf 5 cem er- 
giinzt und mit der diinnen Suspension einer 24 Stunden alten Agarkultur 
von Staphylococcus aureus (Stamm B) geimpft. Herstellung der Suspension: 
1 Ose der Kultur wird in 5 cem destilliertem Wasser suspendiert und daraus 
eine Verdiinnung von 1: 10000 angefertigt; von dieser Verdiinnung brachten 
wir je 0,1 cem in jedes Réhrchen. Die geimpften Réhrchen blieben 
24 Stunden im 37°-Thermostat; der Grad des Wachstums wurde nephelo- 
metrisch (mit dem Leitzsehen Universalkolorimeter) bestimmt. Als Kon- 
trolle diente eine Kultur, die nur die Bakterien enthielt; die Ergebnisse 
wurden mit dieser verglichen und prozentisch ausgedriickt (Ergebnisse 
vel. Tab. D. 

Tabelle | 


Das Wachstum des Staphylococcus aureus-Stammes bei ver- 
schiedenen Salicylat- und Panthothenatkonzentrationen 





Pantothenat ‘Salicylatkonzentration. 





(Mol-Konzentration) Mol/62 ~ Mol/ 125 | Mol 250 | _ Mol 500 
x 

1/O880 IOP. 6 & 65 : | 

1/108 50 y2 | 

1/1,25-10° 50 90 

1/ /1,66- LQ” U ve 

1/2-108 1) 75 ; 

1/2,5-10° 0 85 72 LUU 

1/3,3-10' ; 57 70 80 

15-108 ; U 80 

1 /6,3-10° one ; 0 10) | $5 

1/8,3-10° eae 0 30 | 65 

l 10" ; aan : : 0 | 60 

ie Se ( () | 60 

t/t, eee Sa : , U AO 

te Sr ae ; : | 35 

i, 2. | ‘_ 0 





Erliuterung: die Zahlen geben den Grad des Wachstums in °/, an; 


bedeutet, daB unter diesen Umstiinden keine Untersuchung 
stattgefunden hat. 
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Tabelle IT enthilt die Ergebnisse unserer Versuche mit den Bau- 
steinen der Pantothensiiure: «, y-Dioxy-9, §-dimethylbuttersiiure und #-Alanin. 
Zu diesen Versuchen verwendeten wir das entsprechende Lacton der 
Siiure: «-Oxy-§-6-dimethyl-y-butyryl-lacton. Dieser Stoff war uns durch die 
Chemische Fabrik A. G. ,,Chinoin“, Budapest in zuvorkommender Weise 
zur Verfiigung gestellt worden. Der Einfachheit wegen wird dieser Stoff 
auf den Tabellen und im folgenden als Lacton bezeichnet. 


Tabelle Il 


Das Wachstum des Staphylococcus aureus in Gegenwart von 
Na-Salicylat*) und der Bausteine der Pantothensiure 





Konzentration Wachstum 
des akzessorischen iid 2 extus | bok Paladin bei Lacton | bei Panto 
Stoffes one : fg p Alanin™) thenat 
Mol/ 1/500 Dee oe $44 FFF) | | 44 
Mol, ] 000 By oa? “8 Sit | 
Mol/5000 ... . | | | 
Mol/1 000 O00 es e . | ° | +. 





*) Die Salicylatkonzentration betrug in den einzelnen Réhrehen 
Mol/500. 

**) Zu verstehen ist die Konzentration der Verdiinnung, die aus dem 
Gemenge yon Lacton und #-Alaninlésung zu gleichen Teilen hergestellt 
worden ist. 

***) 44 baw. +++ Grad des Wachstums; — kein Wachstum; . nicht 
untersucht. 


Versuche mit Morgan-Bazillen. Den zu diesen Versuchen ver- 
wendeten Stamm verdanken wir Herrn Rauss (Abteilungsleiter am Staat- 
lichen Hygiene-Institut in Budapest); dieser Stamm wuchs auf dem von 
Pelezar und Porter’) empfohlenen synthetischen N&hrboden nur in 
Gegenwart von Pantothensiiure, und zwar im Verhiltnis zur beigegebenen 
Menge. Im Laufe unserer Versuche erschien es zweckmiBig diesen Niihr- 
boden etwas zu modifizieren; dadurch wurde einerseits die Zubereitung des 
Nihrbodens vereinfacht, andererseits konnte das zum Wachstum des 
Morgan-Bacillus offenbar unerlifliche Eisen dem Nihrboden in einer 
stabileren Form beigemengt werden. Anfertigung des Nihrbodens: 


Lésung I: 


KH,PO, (nach SGrensen). . 4,5 ¢ 
(NH,)Cl 0,5 g 
(NH,).SO, 0,5 g 
Cystin . 0,01 g 


Nicoliusiurcamidiseong Mol, 103 


10 °/ 
Destilliertes 


10,0 cem 


/,ige Bacto- Desinnibeane mit Lauge orhitat » . 10,0 ecm 
Wasser 


. . ad 900,0 ecem 


Die chemische Reaktion der Lisuny wurde auf ein py von 7,6 ein 
gestellt und zu je 8,5 eem auf Réhrehen verteilt, die mit Chromsiure sorg 





. 
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fiiltigst gereinigt worden waren; diese wurden bei 120° 30 Minuten lang 
sterilisiert. Die zur Niabhrflissigkeit verwendete Bacto—Peptonlésung wurde 
folgendermagen zubereitet: 10g Bacto-Pepton (Granular, ,,Difco‘ stan- 


dardized) werden in 100 cem n/NaOH gelést und 60 Minuten lang bei 120° 
sterilisiert. 


Lésung II: 


MgsO, krystailisiert. . .....5.s6. Oleg 
5.6. Yeh os AEROS SS See She 
| a ee a ee 
Ferriammoniumeitrat. ......... 0005¢ 
Destilliertes Wasser. . ...... . . 100,0 eem 


Die Lésung wird durch Seitz-Filter filtriert; in die sterilisierten, die 
Lésung I enthaltenden Réhrehen werden dann je 0,5 der Lésung II ge- 
bracht. 

Die 9 cem Nihrfliissigkeit enthaltenden Reagenzréhrchen wurden mit 
verschiedenen Mengen Natriumsalicylat und Calciumpantothenat versetzt 
und der Gehalt der Réhrchen mit destilliertem Wasser auf 10 cem ergiinzt. 
Impfung mit dem Morgan-Bacillus: aus der 24 Stunden alten Agarkultur 
des Stammes wird mit destilliertem Wassér eine sehr diinnfliissige Sus- 
pension zubereitet und ein Tropfen derselben in die 0,002 y Pantothenat 
enthaltende Nihrfliissigkeit gebracht. Diese Kultur diente 24 Stunden spiter 
zur Impfung der bei den Versuchen verwendeten Réhrchen, wobei aus der 
Kultur mit destilliertem Wasser eine Verdiinnung von 1:100 hergestellt 
und aus dieser in jedes Réhrchen je 0,1 cem gebracht wird. Auf diese 
Weise lieB sich vermeiden, daB mit dem Inokulum Pantothensiiure in die 
Kultur gebracht wurde. Die Versuchsergebnisse wurden in 24 Stunden ab- 
gelesen und der Wachstumsgrad in Prozenten ausgedriickt. Bei der nephelo- 
metrischen Bestimmung diente die Mol/2-10° Pantothenat enthaltende — 
salicylatfreie — Kultur als Kontrolle. 


Tabelle III 


Das Wachstum des Morgan-Bacillus bei verschiedenen 
Na-Salicylat- und Ca-Pantothenatkonzentrationen 

















Pantothenat- Salicylatkonzentration a eed cade 

konzentration 0 | Mol/1000) Mol/600 | Mol/200 | Mol/100 | Mol/40 
: <a eres =: jl on = eee ne vO Senet aatnenaimenaneiinaaanesenintal Kl = enamel Pe — — - tent 
Mol/2-10° 100 | 90 | 86 | 65 | 40 | 0 
Mol/2-10? 100 90 2. | 6 |; #2. 1.2 
Mol/2-108 95 85 80 | 6 | 40 | O 
Mol/5-10° 73 63 | 60 9) rn 0 
Mol/10° 50 47 | 45 4 35 0 
Mol/2+10° 46 43 | 42 | 40 36 0 





Im Gegensatz zu der Feststellung von Pelezar und Porter) fanden 
wir, daB sich der Morgan-Stamm auch in Gegenwart des pantothensiiure- 
bildenden Lactons entwickelt. Diese Beobachtung haben wir dem aus 
Tab. IV ersichtlichen Versuch zu verdanken. Die bei diesem Versuch ver- 
wendete Kultur enthielt kein Natriumsalicylat. 
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Tabelle IV 


Beeinflussung des Wachstums des Morgan-Bacillus durch 
Pantothensiure bzw. ihre Bausteine 




















Konzentration Akzessorischer Stoff 
des akzessorischen Aa reese 2 — ed 2a 
| | ; Lacton 
~ 4 | 4ae -ALar F 
Stoffes Pantothenat | Lacton | 6-Alanin | 4. 8-Alanin 
Mol/2-10° . . . . 100 97 0 | 100 
Mol/2-10% . _ 100 4h (0) | 45 
Mol/2-10° .... 100 10 0 | 17 
Mol/2-10° .... 100 0 0 | () 
Mol/2-107 ... . 95 | 
Mol/2-10® .... 46 | 





Die Zahlen geben den Grad des Wachstums in Prozent an. 


Versuche mit Colibacillus. Zu unseren Versuchen mit dem Coli- 
bacillus erwies sich die von Sahyun und seinen Mitarbeitern’) als Nihr- 
boden empfohlene Lésung als besonders geeignet; sie enthiilt als N-Quelle 
nur Ammoniumsulfat. Abgesehen von unwesentlichen Anderungen wird 
diese Lésung folgendermaben zubereitet: 


NG. > ke 4. SS ke ee ee 2,36 g 
ee ede eS ee he ye 0,5 ¢g 
KH,PO, (nach SGrensen)....... 1,36 g 
ee ee ee 11,00 ecm 
a Sa aie ae ds ee heer ae 1,00 eem 
Destilliertes Wasser. .. . » « » « » 4 SOD00 com 


Nachdem die Stoffe gelést waren, gaben wir aus den 0,5°/,igen 
Lésungen von MgCl,, FeCl,, CaCl, je 0,15 cem zu der Fliissigkeit und stellten 
ihre py auf 7,6 ein; schlieBlich wurde die Lésung auf mehrere Réhrchen 
zu je 4cecem Gehalt verteilt und bei 105° 30 Minuten lang sterilisiert. 

Der nach dem befolgten Verfahren in diese Stammlésung geimpfte 
Colistamm entwickelte sich nicht in jedem Fall einwandfrei. Nicht selten 
kam es zwar schon in 24 Stunden zur befriedigenden Entwicklung, mit- 
unter setzte jedoch das Wachsen des Inokulums verspiitet ein und die volle 
Entwicklung war erst in 48 Stunden wahrzunehmen. Wir mengten daher 
bei unseren Versuchen aufer Ammoniumsulfat auch noch Aminosiiuren dem 
Nihrboden bei. In Gegenwart von 0,2—1,0 mg Glycocoll und Asparagin 
je Kubikzentimeter kam es stets zur sicheren und gleichmibigen Entwick- 
lung des Inokulums. Durch diese Mengen der Aminosiuren wurden 
die Versuchsergebnisse entweder gar nicht oder kaum beein- 
flu8t. Im Rahmen unserer Aufzeichnungen wird bei den einzelnen Ver 
suchen stets angegeben, welche und in welchen Mengen wir Amino- 
siiuren neben der Stammlésung als ,,Aushilfs“-N-Quelle ver- 
wendet haben. 

Nach der Beimengung der verschiedenen Stoffe zum Nihrboden wurde 
der Gesamtrauminhalt der Kulturen stets auf 5 cem ergiinzt. Die N‘ihr- 
biden impften wir nach der bei den Staphylokkenversuchen beschriebeuen 
Art mit der 24 Stunden alten Schriigagarkultur des Colistammes Nr. 8945, 
den wir yor etwa einem Jahr aus menschlichem Stuhl geziichtet hatten. 
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Untersuchung der Antisalicylatwirkung der Pantothen- 
siiure und ihrer Bausteine: Auf dem Nihrboden nach Sahyun wird 
das Wachstum des Colibacillus — auch in Gegenwart von geringen Mengen 
Glykokoll oder Asparagin — durch Natriumsalicylat auch dann vereitelt, 
wenn letzteres stark verdiinnt ist. Die bakteriostatische Wirkung des 
Natriumsalicylats wird durch ganz geringe Mengen der Pantothensiiure 
aufgehoben: bei Vorhandensein der entsprechenden Pantothensiuremenge 
zeigte der Colibacillus auch in Gegenwart von Salicylat dieselbe intensive 
Entwicklung wie auf der salicylatfreien Kontrollkultur. Zur genaueren 
Priifung des zwischen Salicylat und Pantothensiiure bestehenden Anta- 
gonismus fiihrten wir mehrere quantitative Versuche aus. Obwohl die bei 
den einzelnen Versuchen erreichten Ergebnisse mifige Wertunterschiede 
erkennen lassen, stimmen die Werte in bezug auf die GréBenfolge iiberein 
und deuten auf gleiche Verhiltnisse hin. Aus Tab. V sind die Ergebnisse 
zweier iihnlicher, zu verschiedenen Zeitpunkten ausgefiihrter Versuche zu 
ersehen. Hier waren die Salicylat in einer bestimmten Konzentration ent- 
haltenden Réhrchen mit verschiedenen Mengen Calciumpantothenat ver- 
setzt und hierauf mit Colibazillen geimpft worden; nach der 24 Stunden 
dauernden Ziichtung suchten wir jene stirkste Verdiinnung des Vitamins 
festzustellen, bei der deutliches Wachstum (zumindest 30 °/,) nachzuweisen 
war. Da die Rohrehen der einzelnen Versuchsreihen in bezug auf die 
Pantothenatkonzentration keine gréBeren Unterschiede aufwiesen, konnten 
wir der Frage unter verhiltnismiBig geniigend umschriebenen quantitativen 
Umstiinden nachgehen. Um Raum zu sparen, wollen wir nicht auf die 
Einzelheiten der Versuche eingehen, sondern fassen blo8 die Ergebnisse 
auf Tab. V zusammen. Hier wird durch das Verdiinnungsverhiiltnis des 
Pantothenats und Salicylats ausgedriickt, wieviel Molekiile Natrium- 
salicylat bei gegebener Salicylatkonzentration durch 1 Mol 
Pantothenat ihrer Wirkung beraubt werden. 


Tabelle V 


Aufhebung der Salicylatwirkung durch Pantothenat 
bei Versuchen init OC olihasiiien auf synthetischem*) Niihrboden 











Die verwendete Minimale Panto- -Pantothenatverdiinnung 
Salicylatkonzen- thenatkonzen- Salicylatverdiinnung 
tration tration = 
_ Mol (Mol) Versuch I 2 _*orancn, ff 
1/300 1/2,5-107 83,333 
1/500 1/2-107 40,000 
1/600 1/2-107 55,533 
1/1000 1/2,5+107 25,000 
1/1200 1/3,33-107 27,750 
1/2000 1/4-10? 20,000 
1/2400 1/5107 20,833 
1/4000 1/5+10? 12,500 
1/4800 1/6,6-107 13,333 
1/6000 1/6+107 10,000 
1/8 000 1/6,6- 10? | 8,333 








*) Der Nihrboden enthdlt auch 0,8 mg Glykokoll je Kubikzentimeter. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 276 4 
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Die bei einer Salicylatkonzentration yon mehr als Mol/300 aus- 
gefiihrten Versuche sind in diese Tabelle nicht eingetragen. Uber diese 
Versuche ist folgendes zu sagen: bei der Konzentration von Mol/25- und 
Mol/50-Salicylat wurde das Wachsen des Inokulums nicht einmal durch die 
Pantothenatkonzentration yon Mol/10* in Gang gebracht. Bei der Salicylat- 
konzentration von Mol/100 zeigte sich die erwiihnte Pantothenatkonzen- 
tration wirksam, doch entwickelte sich die Kultur erst in 40 Stunden; in 
24 Stunden war mit freiem Auge noch kein Wachstum wahrnehmbar. 


Die Wirkung der Pantothenatbausteine wurde — auf die bei den 
Staphylokokkenversuchen angegebene Weise — auch hier untersucht (Er- 


gebnisse vgl. Tab. V1). 
Tabelle VI 
Das Wachstum des Colibacillus auf dem Mol/40U0-Natrium 
salicylat enthaltenden synthetischen Nihrboden*) in Gegen- 
wart von Pantothensiiure und ihrer Bausteine 





Wisioten 


a ly: p-aye:| bei Lacton | bei Panto- 
bei Lacton hen 6-Alanin '+ @-Alanin*™) thensiure 





Akzessoriseher Stoff 

















| 
Mol/10* — ee ss +++ = +++ | 
Mol/5-10° ... . +4 wees ‘ 
Mol/10* a a ae _ | aren ; 
i i ae ; : rows 
Mol/3,3 a > a % ° ‘ 4 | +44 
Mol/5-10' .... ‘ ; F | ae) 


*) Der Nihrboden enthilt auBer der Stammniihrfliissigkeit auch 0,2 mg 
Glykokoll je Kubikzentimeter. 
**) Verdiinnung der Mischung der Lacton- und f-Alaninlésung zu 
gleichen Teilen. 
**) . = nicht untersucht. 


Die bakteriostatische Wirkung des Natriumsalicylats bei 
Verwendung verschiedener N-Quellen: Auf dem Stammnihrboden 
von Sahyun und seinen Mitarbeitern, dessen einzige N-Quelle Am- 
moniumsulfat ist, kommt die bakteriostatische Wirkung des Natrium- 
salicylats — wie wir dies auch an anderer Stelle erwihnten — in sehr 
hohem Mage zur Geltung. 

Auf dem ,,Caseinnihrboden“ hingegen ist die antiseptische Wirkung 
des Mittels kaum zu bemerken. Auf dem vorher erwiihnten Nihr- 
boden wird das Wachstum der Bakterien bis zu den Verdiin 
nungen von Mol/25000—50000 gehemmt, wihrend die Entwicklung 
des Colibacillus auf dem Caseinnihrboden erst bei der Kon- 
zentration von Mol/50—75 oder noch mehr verhindert wird. 

Wie schon angedeutet, konnten wir beobachten, daB die dem synthe 
tischen, blo&8 Ammoniumsulfat als N-Quelle enthaltenden Nihrboden bei- 
gemengten Aminosiuren und ihre Gemenge mit der Fihigkeit des Natrium- 
salicylats, das Wachstum der Bakterien zu hemmen, interferieren. Zur 
weiteren Klirung dieser Frage wendeten wir folgendes Verfahren an: je 
4cem des Sahyunschen Stammniihrbodens wurden mit in geometrischer 





vere 


Arcane 
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Progression ansteigenden Mengen Natriumsalicylat vermengt und dann jedes 
Réhrehen mit 0,5 eem einer 0,25°/,igen neutralen Lésung der untersuchten 
Aminosiiure versetzt; jedes Réhrehen erhielt somit je 1,25 mg Aminosidure. 
Wurden zu dem Versuch mehr als eine Aminosiiure verwendet, dann yver- 
mengten wir zuniichst gleiche Mengen der 0,25°/,igen Lésungen der 
einzelnen Aminosiuren und entnahmen diesem Gemenge die 0,5 cem; in 
diesem Fall betrug demnach die Gesamtmenge der beniitzten 
Aminosiuren ebenfalls 1,25 mg. Die untersuchten Aminosiuren stellten 
mit wenigen Ausnahmen die ,,natiirlichen‘' Isomere dar. Bei Methionin, 
Valin und Isoleucin handelt es sich um synthetische Priparate, also um 
racemische Stoffe. Bei Valin und Isoleucin beachteten wir diesen Umstand 
und verwendeten an Stelle der 0,25°/,igen 0,5°,ige Liésungen; bei Me- 
thionin lieben wir dies jedoch auBer acht und verwendeten 
die racemische Aminosiiure ebenfalls in einer Konzentration 
yon 0,25°/,. Das Gesamtvolumen der Kulturen betrug 5 eem, die Imp- 


Tabelle VII 


Das Wachstum des Colibacillus bei verschiedener 
Na-Salicylat-Konzentration und verschiedener N-Quelle 


















































N- Quelle auber Ammoniumsulfat (2 25 ) mg je ‘Res agenzglas) 
| ur ig | mR © | © | 
Salicylat- | | S "so! 8 EE 5 | | 5 z= | | q- 
Mol-Konzen- S82) S| Sa "4/2 ) 8 2 Z| f 2 5 Bale | = 
tration , }a Sg | |Ss 2) le av’ iF > |S Fe E cl oS 
Seg e/a S 2 | el a ee o 
BREE |e Pl 2) ie Jy |e 
| “SE | la] | | & ime e 
ee ee ee a a a a a ee ae See ee 
1/100 0 35 0)0; 30,0,0,'0)0| 0 000 00 0 
/200 0 75/0/0160 0/0/0/0' 0 | 0 |0| 0 |0'0| Oo 
1/400 0| 70 |0/0; 70|0/0/0/0; 0 | O |O0;} O 0/0} O 
1/800 0, 90 0;0; 90 |0)0)0)0) oi 0. 0 |0|0 Spur 
1/1600 0100 0.0100 |0;0'0;0 O Spur.}0) 0 0/0 40 
1/3200 {0100 0.0100 0/0)0/0, 0 20 |0| 0 (0/0 65 
1/6400 0 | 0 36: 0;0/0/0 Spur. 65 67 0 |0/0 80 
1/12800 |0; . 2070 (0'0;0;0) 30 | 70 |95)Spur. | 0) ” 85 
1/25600 }0| . 6090, . 707070170 70 | 70 95) 60 6070, 95 
1/50000 |70) . (8090) . 80807075 70 | 80 (95) 80 8080! 88 
g 75) 100 85,90) 95 80808080 80 | 80 (90) 80 80.80 95 


Erliuterung: Die Zahlen geben den Grad des Wachstum in °%, an, 
,spuren bedeutet, dab in den betreffenden Réhrchen das 
Wachstum mit freiem Auge eben noch wahrnehmbar ist. 

*) Casein nach Hammerstein (Merck) 10 Stunden hindureh mit 
5 n-H,SO, bei 100° hydrolysiert. 

**) 0.5 @ Casein nach Hammerstein mit Hilfe einer diinnen Soda- 
lésung gelést, mit dem Phospatpuffer (py = 6,0) genau neutralisiert und 
durch das Seitz-Filter filtriert. Bei dieser Versuchsreihe enthielten die 
Réhrehen je 2,5 g Casein. 

***) Abhnlich hydrolysiert wie Casein. 

tT) 2,5 mg djl-Valin je Reagenzréhrchen. 
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fungen wurden in der beschriebenen Weise durchgefiihrt und die Ergeb- 
nisse nach 24 Stunden abgelesen. Beim Ablesen bedienten wir uns der 
Nephelometrie, zum Vergleich dienten die 1,25 mg Caseinhydrolysat ent- 
haltenden Réhrehen, die natiirlich kein Natriumsalicylat enthielten. Die 
eingehende Beschreibung simtlicher Versuche wiirde den Rahmen dieser 
Abhandlung weit iiberschreiten; die Zusammenstellung auf Tab. VII dient 
zur Erliiuterung unserer Technik bei einem derartigen Versuch. 

AuBer auf eine groBe Reihe von Aminosiiuren erstreckten sich unsere 
Versuche auch auf andere Stoffe, z. B. Witte Pepton, Casein. Die mit den 
Kombinationen mehrerer Aminosiiuren ausgefiihrten Versuche kénnen aus 
den erwiihnten Griinden nicht im einzelnen beschrieben werden; zusammen 
fassend ist dariiber zu sagen, daB sich die Mischung mehrerer Amino 
siuren als bedeutend wirksamer erwiesen hat als die einzelnen 
Komponenten an sich. Mit Hilfe der geeigneten Mischung konnte sogar 
erreicht werden, da8 sich der Colibacillus noch bei einer Natriumsalicylat- 
konzentration von Mol/100 sehr gut entwickelte. Bei unseren Versuchen 
mit dem Gemenge aus je zwei Aminosiuren konnten wir feststellen, dab 
die Wirkung der einzelnen Aminosiiuren insbesondere durch Methionin ge- 
steigert wird. Diesbeziiglich sei auf die auf Tab. VIII angefiihrten Ver- 
suche erwiesen: es handelt sich hier um die Ergebnisse bei der Kom- 
bination von Methionin mit basischen Aminosiuren wie Arginin, Histidin, 
Lysin. Teilergebnisse sind in die Tabelle nicht eingetragen; es wird hier 
bloB jene stirkste Salicylatkonzentration angegeben, bei der 
noch deutliches Wachsen der Bakterien zu beobachten war. 


Tabelle VIII 


Die stirkste Salicylatkonzentration, bei der in Gegenwart 
von Ammoniumsulfat und verschiedenen Aminosiuren 
als N-Quelle Wachstum zu beobachten war 








Salicylat- 
konzentration Aminosiure 
(Mol) 
1/50 000 | | 
1/25000 | A 
1/25 000 | H | 
1/6400 L 
1/6400 M | 
1/200 M | L | H | 
1/6400 | L H | 
1/6400 M | 
1/6400 M 
1/400 M L 
1/3200 M H | A 
1/200 M L | | A 
1/200 M L | H | 


| 


1/6400 L | H | 


Erliuterung: A = Arginin, H = Histidin, L = Lysin, M = Methionin. Die 
Menge der einzelnen Aminosiiuren oder ihrer Gemenge be 
triigt insgesamt 1,25 mg. 








> > 
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Auf der niachsten Tabelle ([X) sind die bei den Versuchen mit den 
einzelnen Aminosiiuren sowie bei ihrer Kombination mit d,l-Methionin ge- 
wonnenen Ergebnisse zusammengefaBt. Die hier angefiihrten Ergebnisse 
beziehen sich auf mehrere, wiederholte Versuche; durch die Angabe der 
beobachteten Salicylat-Grenzwerte sollen die bei den Versuchen beobachteten 
Schwankungen zum Ausdruck gelangen. 


Tabelle 1X 


Die stirkste Salicylatkonzentration, bei der in Gegenwart 

von Ammoniumsulfat und verschiedenen Aminosiuren bzw. 

Aminosiuren+ Methionin als N-Quelle Wachstum zu be 
obachten war 




















Salicylatkonzentration (Mol) 
a ae Pre we to ey > eee Aminosdure 

gai i _Aminosiure allein 
1/6400 1/25000 Alanin 
1/25000 1/50000 B-Alanin 
1/6400 1/25000 Asparaginsiure 
1/3200—6400 1/25000° Arginin 

‘ 1/25 000 Cystein 
1/1600—3200 1/12800 Glutaminsdure 
1/6400 1/25000 Glykokoll 
1/6400 | 1/12800—25 000 Histidin 
1/800—1600 | 1/3200—6400 Isoleucin 
1/800 / 1/1600 Leucin 
1/400 | 1/3200—6400 Lysin 

‘ 1/6400 Methionin 
1/6400 1/12 800—25000 Prolin 
1/6400 1/12800—25000 Oxyprolin 
1/6400 1/25 000 Serin 

1/25 000 Taurin 
1/6400—12 800 1/25000 Tryptophan 
1/6400 1/12800—25 000 Tyrosin 
1/400—800 1/1600—3200 Valin 





Hier sei einer unserer Versuche besonders hervorgehoben, aus dem 
hervorgeht, daB als N-Quelle des Colibacillus nur ganz kleine Molekiile in 
Betracht kommen und daf natives EiweiB zu diesem Zweck ungeeignet ist; 
dieselbe Beobachtung konnten wir auch bei jenen Versuchen machen (vgl. 
Tab. VII), die die Salicylat-Interferenz zum Gegenstand haben. Wurde 
nimlich das zur Ziichtung des Colibacillus als Nihrfliissigkeit dienende 
Ammonium-Ion durch die schonend geléste und sterilisierte Caseinlésung 
ersetzt, dann entwickelte sich der in den Nihrboden verimpfte Colibacillus 
kaum oder gar nicht. Gaben wir z. B. zu 5cem Nihrboden 1—10 mg 
Casein, dann war blo’ ganz geringes (mit freiem Auge kaum wahrnehm- 
bares) Wachstum zu bemerken, bei der Verwendung von 0,01—0,1 mg 
Casein kam es iiberhaupt zu keinem Wachstum mehr. War aber die ge- 
nannte Caseinmenge erst nach der Hydrolyse beniitzt worden, dann konnten 
wir bei denselben Mengen starkes Wachstum vorfinden. 
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Die Pantothensdureproduktion verschiedener Bakterienarten. 
20 eem des Nihrbodens werden in einen 100 ccm fassenden Erlenmeyer- 
Kolben gebracht und mit der sehr diinnen Suspension aus der 24 Stunden 
alten Schriigagarkultur des fraglichen Bakterienstammes beschickt. Das 
Inokulum entspricht etwa 50000 Bakterien. Die Kultur wird in den 37°. 
Thermostat gestellt, 48—-72 Stunden bebriitet und dann 30 Minuten lang im 
stromenden Dampf getétet. Nach dem Zentrifugieren der Bakterien werden 
weehselnde Mengen (0,05—1 ecm) der klaren Fliissigkeit in den dureh uns 
etwas modifizierten Nihrboden nach Pelezar und Porter gebracht, der 
Inhalt der Réhrehen auf je 10 cem erginzt und schlieBlich in der oben 
geschilderten Weise mit dem Morgan- Bacillus beimpft. Parallel zu diesem 
Versuch wird eine zweite Versuchsreihe eingestellt, in der die R6dhrchen 
an Stelle des Bakterienfiltrats wechselnde Mengen Pantothensiiure ent 
halten. Nach der 24 Stunden dauernden Ziichtung bestimmten wir den 
Grad des Wachstums auf nephelometrischem Wege; als Vergleich diente 
eine Kultur, die 1 y Pantothensiiure enthielt. Auf Grund der bei verschie- 
denen Mengen des Bakterienfiltrats erzielten Wachstumswerte kann man 
auf den Pantothensiuregehalt der Kulturen schlieBen; als Vergleich dienten 
die in Gegenwart bekannter Pantothensiuremengen geziichteten Bakterien. 
Bei dem durch die Bakterienfiltrate verursachten Wachstum beniitzten wir 
zur Berechnung der Pantothensiuremenge nur jene Werte, die einem 
Wachstum von 40—70°/, entsprachen. Die Menge der in den Bakterien- 
kulturen entstandenen Pantothensiure wurde in jedem Fall aus den Werten 
von 3—5 Versuchen berechnet. Zu bemerken ist hier, daf es uns nicht 
gelungen ist, die Gegenwart der Pantothensiiure in dem beniitzten ,,Casein- 
Niéhrboden“ nachzuweisen. Die in diesen Naihrboden geimpften Morgan- 
Bazillen entwickelten sich nicht, was beweist, da der Ni&hrboden nicht 
mit dem Vitamin verunreinigt war. Die Ergebnisse erhellen aus Tab. X. 


Tabelle X 


Die Pantothenséureproduktion verschiedener Bakterien- 
stimme 














Bakterium Nihrboden wed Ger Gebildete Pant.- 

Hiichtung Siiure y je cem 
Staph. aureus . . | Caseinnihrboden 72" 0,092 
Bac. paratyphi A . ‘a 725 0,252 
Bac. Breslauensis. ot 1e" 0,225 
Bac. Schottmiilleri se 725 0,306 
Bac. Typhi .. . si 72h 0,103 
Bac. coli Nr. 8945 ss 48h 0,320 
desgl. synthetisch *) 48) 0,043 











*) Der zur Coliziichtung dienende Stammniihrboden, der auferdem 
auch Img Glykokoll je Kubikzentimeter enthilt. 


Wie Tab. X zeigt, wurde durch siimtliche untersuchten Bakterien 
wihrend des Wachsens Pantothensiiure erzeugt. Die Colibazillenversuche 


/ 


lassen deutlich erkennen, daf in bezug auf den Pantothensiuregehalt der 
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Kulturen ein auffallender Unterschied besteht, je nachdem ob als N-Quelle 
des Nihrbodens Caseinhydrolysat oder Ammoniak + Glykokoll verwendet 
worden war. Der Unterschied in bezug auf den Pantothenséuregehalt der 
Kulturen kann aber nicht auf die verschiedene Bakterienzahl der einzelnen 
Kulturen zuriickgefiihrt werden. Die 48 Stunden alten Kulturen zeigten 
nimlich in bezug auf die Bakterienzahl blo8 unwesentliche Abweichungen. 
Die Zahl der lebenden und toten Bakterien der achtmal mehr Pantothen- 
siure produzierenden ,,Casein‘-Kultur betrug (nach der nephelometrischen 
Bestimmung) nur etwa um 20°/, mehr als die der anderen Kulturen. Wir 
konnten jedoch feststellen, daB der Colibacillus auf dem Casein-Niahrboden 
oder in Gegenwart von Caseinhydrolysat bedeutend rascher zu wachsen 
beginnt als in jenen Fallen, wo Ammoniak + Glycocoll als N-Quelle ge- 
dient hatten (vgl. Tab. XD. Mit dieser Beschleunigung des Wachstums 
allein laiBt sich jedoch der zwischen den Kulturen vorhandene, den Panto- 
thensiuregehalt betreffende Unterschied nicht erkliren. Hierfiir gibt es 
blo8 eine Erklérung: der Colibacillus erzeugt in Gegenwart von Casein- 
hydrolysat Pantothensiure in viel stirkerem Mate als bei der Verwendung 
einer firmeren N-Quelle. 


Tabelle XI 


Das Wachstum des Colibacillus auf verschiedenen Nihrboden 











Zeitpunkte Keimzahl je cem 
ssieset the _ | Auf dem Casein- | Stammniihrboden *) | Stammniihrhoden **) 
bain nihrboden | + Caseinhydrolysat +'Glykokoll 
in © 88-102 | #8) | 
in 2545’ 2,7 -10° | 2,95 +103 | 1,5-10° 
in iS’ 2,6-104 | 3-104 1,2+104 
in 7525’ 1,15-10° | 2,8-10° | 3-104 
in 9°45’ 5,3+107 | 7-107 6-10° 
in 145 8,6- 108 | 7,6-108 2,2-107 
in 24" 1,65+10° 1,1-10° 1,2-10° 





*) Stammnidhrfliissigkeit nach Sahyun, die je 5 cem auch 2 mg durch 
Schwefelsiiure hydrolysiertes Casein enthalt. 

**) Die Stammnihrlésung enthilt je 5 cem auch noch 2 mg Glykokoll. 

*“*) Dieser sowie die glykokollhaltigen Niéhrbéden werden mit dem- 
selben Inokulum geimpft wie der Caseinnéihrboden. 
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Uber den Einflu& der Glycerinkonzentration auf die 
enzymatische Fettsynthese vermittels Samenlipase 


Von 


Ernst Schreiber 


(Aus dem Pharmakognostischen Institut der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juli 1942) 
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Unter den bisher vorgenommenen Forschungen an pflanz- 
lichen Lipasen nehmen die Beobachtungen iiber Substrat-Spal- 
tung den weitaus gréBten Raum ein, beginnend mit den Fest- 
stellungen von Green’) und Sigmund?) bis zu den Arbeiten 
von Willstatter und Waldschmidt-Leitz*) sowie Bamann 
und Ullmann [vgl. Bamann und Myrbick*)], die uns dank 
ihrer vielseitigen Ergebnisse einen guten EKinblick in die Ver- 
haltnisse der enzymatischen Fetthydrolyse und der Lipase im 
allgemeinen gestatten. Im Gegensatz zu den Erfolgen auf hydro- 
lytischem Gebiete sind die Forschungen im Bereiche der lipa- 
tischen Synthese weit seltener und demgemiB noch nicht so 
fortgeschritten. Wie bereits in einer friiheren Verdffentlichung 
(Schreiber’)] angekiindigt, bringe ich aus Experimenten der ver- 
gangenen Jahre einige Beitriige zur lipasebedingten Synthese. 


Wahl der Versuchspflanzen 


Grundlegende Syntheseversuche wurden besonders mit Ricinus 
communis [Jalander®), Willstatter und Waldschmidt-Leitz}), 
Itoh‘)], ferner mit Chelidonium majus [Bournot’)] ausgefihrt. 
Da die Ricinuslipase in ihrem Verhalten von der Norm der 
ibrigen pflanzlichen Lipasen teilweise abweicht, so schien es 
zunichst einmal wiinschenswert, unter den zahlreichen Pflanzen 
mit fetthaltigen Samen weitere geeignete Versuchsobjekte mit 
stark synthetisierenden Lipasen ausfindig zu machen, und so die 
Kxperimente auf eine breitere Basis zu stellen. Im Hinblick auf 
die Méglichkeit von Zusammenhingen, wie sie Itoh’) [vgl. auch 
Gorbach®)] schildert, wurde zum Lipasenachweis entsprechend 
den Zielen der Untersuchung ausschlieBlich die GréBe der syn- 
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thetisierenden Leistung ermittelt. Hierbei lieB ich mich einmal 
von friiheren Ergebnissen auf hydrolytischem Gebiete leiten, z. B. 
weitere Durcharbeitung der Gattung Linarna [Fokin")], teils 
wihlte ich unter den Fettpflanzen frei oder nach pflanzen- 
systematischen Gesichtspunkten (vgl. Liste der untersuchten Samen 
der Erntejahre 1938—1940). Die hier angewandten Versuchs- 
methoden sind im zweiten Teil der Abhandlung erliutert. 


Liste der auf ihre Syntheseleistung untersuchten Samen 
(Erntejahre 1938—1940) 


Pinaceae Solanaceae 
Pinus Cembra Datura Stramonium 
Papaveraceae Scrophulariaceae 
Glaucium luteum (flav.) Linaria Cymbalaria 
Bocconva cordata - bipartita 
Papaver somniferum 7 dalmatica 
Papaver ortentale ’ . macedonica 
Cruciferae ’ patio ifolia 
' ; striata 
Brassica rapa ite 
Antirrhinum majus 
Cannabinaceae Scrophularia nodosa 
Cannabis sativa, reif und Digitalis purpurea, reif und 
gekeimt unreif 
ji ; Digrtalis lutea 
os Euphorbiaceae m ambiqua 
Ricinus communis Mm lanata 
var. zansibariensis / 
,, cambodgensis Cucurbitaceae 
Gibsonit Cucurbita Pepo 
Loasa vulcanwa Helianthus annuus, reif und 
Cajophora lateritia gekeimt 


Blumenbachia spec. 


Da die GréBe der Synthescleistung einzelner Samenarten 
vom jeweiligen Zustande des Samens abhingig ist, mithin bei 
ein und derselben Pflanze Schwankungen aufweisen kann, sollen 
die Ergebnisse nur innerhalb weiterer Grenzen besprochen werden: 
Obwohl die untersuchten Arten schon nach gewissen Gesichts- 
punkten ausgewihlt sind, lassen die meisten der in der Liste 
angefiihrten Samen ein nur schwaches oder kaum nachweisbares 
Esterbildungsvermégen erkennen. Nennenswerte Synthesen da- 
gegen zeigten folgende Objekte der Liste: Linaria bipartita, 
Ianaria macedonica, Linaria dalmatica, Linaria genistifolra, 
Tanaria striata, Boccoma cordata*), Glauciwm luteum (flavum), 


*) Der Lipasereichtum von Bocconia cordata ist inzwischen auch auf 
dem Wege der Hydrolyse bekannt geworden [Bamann u. Ullmann’)]. 
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Loasa vulcanica, ferner die Ricinus-Varietiiten zansibanensis, 
cambodgensis und Gibson. Die Auffindung des lipasereichen 
und fiir Syntheseversuche sehr geeigneten Objektes Loasa ver- 
danke ich dem Zufall. Weitere von mir untersuchte Vertreter 
dieser Familie (Cajophora und Blwmenbachia) zeigten dagegen nur 
schwaches Ksterbildungsvermégen. 


Der Einflu8 der Glycerinkonzentration auf die Synthese 


Die in der Literatur vorhandenen Angaben iiber Glycerin- 
konzentration und Syntheseleistung lieBen von vornherein ver- 
muten, daB die optimalen Konzentrationen bei verschiedenen 
Pflanzen verschieden hoch liegen kénnen. So war nach Bour- 
nots®) Methoden fiir Chelidonium die Verwendung hoher Glycerin- 
konzentrationen am wirksamsten. Nach Jalander®), Willstatter, 
Waldschmidt-Leitz*) und Itoh’) verlauft die Synthese in 
Gegenwart von Ricinuslipase dagegen bei weniger hoher Glycerin- 
konzentration. Auch auf die Versuche von Gorbach’®) mit Soja- 
bohnen sei hier verwiesen. Kine mit einheitlicher Methodik durch- 
gefiihrte vergleichende Bearbeitung dieses Gebietes fehlte aber 
bisher. Meine eigenen Untersuchungen erstrecken sich auf die 
Samen folgender sieben Pflanzen: Loasa vulcanica, Linaria dal- 
matica, Linaria striata, Linaria macedonica, Bocconia cordata, 
Glauccum luteum (flavum) und Ricinus communis var. zansi- 
barvensis. 


Methodik. Die Synthesen wurden nach der von Will- 
statter und Waldschmidt-Leitz*) beschriebenen EKmulsions- 
methode ausgefiihrt. Etwaige durch das Emulgieren bedingte 
Ungenauigkeiten lassen sich nicht in allen Fallen vermeiden und 
sind bei der Beurteilung der Ergebnisse zu beriicksichtigen. Bei 
der Auswertung der Resultate erscheint es — neben der Ver- 
wendbarkeit der Ergebnisse fiir das praktische Arbeiten -—— an- 
gebracht, besonders die fiir die einzelnen Objekte spezitischen 
Leistungsoptima in Betracht zu ziehen. Bei den in den Proto- 
kollen unter ,,Laugenverbrauch“ angegebenen Werten ist bereits 
ein etwaiger Kigenverbrauch des fettsiurefreien Mediums bei der 
Versuchszeit = 0 in Abzug gebracht. Finstellung der Titrier- 
fliissigkeit: 1,00 com Lauge = 0,100 g Fettsiure (in den Tab. 1 
bis 9 = Olsiiure, in der Tab. 10 = Ricinolsiiure). 

Die Versuchsansiitze bei Loasa vulcanica, Linaria dalmatica, 
L. striata, L. macedonica, Bocconia cordata und Glaucium luteum 
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(flavum) enthielten je 0,1 g Samen und 0,7 g Glycerin, der An- 
satz bei Ricinus communis var. zansibariensis 0,2 g Samen und 
1,0 g Glycerin. 7 
a) Versuche mit Olsaiure 

Die in den Tab. 1—7 enthaltenen Werte wurden unter Ver- 
wendung von mit Petrolither entfetteten Samen erhalten. Um 
eine mégliche Beeinflussung der Lipase durch die Fettextraktion 
auszuschalten, sind entsptechende Versuche auch mit nicht- 
extrahierten Samen ausgefiihrt worden. Wie ein Vergleich der 
Tab. 1 und 8 zeigt, liegen bei entfetteten und nichtentfetteten Samen 
die erhaltenen Héchstwerte bei den gleichen Konzentrationsstufen. 
Auch die Puffersubstanzen tibten keinen modifizierenden KinfluB 
auf das Ergebnis, aus; denn beim Ausschlu8 der Puffersubstanzen 
(Herstellung der einzelnen Glycerinkonzentrationen unter Ver- 
wendung von H,Q) liegen die optimalen Synthesewerte ebenfalls 
bei denselben Konzentrationen (vgl. fiir Loasa die Tab. 1 und 9). 


Tabelle 1—4 
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Tabelle 5—8 
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b) Versuche mit Ricinolsiure 


Entsprechend den vorhergehenden Experimenten mit Olsiure 
fiihrte ich auch eine Anzahl Synthesen mit Ricinolsiure durch, 
und zwar teils mit fetthaltigen und teils mit entfetteten Samen 
(Linaria dalmatica, Linaria striata und Loasa vulcanica). Die 
Konzentrationsstufen des Glycerins wurden zum Teil mit Wasser 
zum Teil mit Phosphatpuffer hergestellt. Bei allen Versuchs- 
objekten lagen die Héchstwerte annihernd bei den fir Olsiure 
mitgeteilten Glycerinstufen. Tab. 10 bringt eine entsprechende 
Versuchsserie fiir Loasa vulcanica. 


Tabelle 10 


Loasa vulcanica 


0,1 g Samen (entfettet). 0,7 ¢ Glycerin (die Verdiinnungen erfolgten mit 
m/5-Phosphatpuffer p,, 7,0). Versuchszeit 4 Stunden. Versuchstemp. 30°. 











Glycerin- - . Laugen- 
scant Ricinolsiure vedialitl Sy ~ hese 
"le 8 eem lo 
98 0,703 6,76 4 
90 0,702 5,08 28 
88 0,703 5,08 28 
85 0,708 5,24 26 
80 0,712 5,68 20 
70 0,712 6,18 13 
60 0,703 6,54 7 
50 0,703 6,76 4 











Ganz allgemein ergibt sich aus den mit Olsiure und Ricinol- 
siure angestellten Versuchen folgendes: Sehr hohe Glycerin- 
konzentrationen tibten unter den gegebenen Versuchsbedingungen 
einen hemmenden Einflu8 auf den Verlauf der Synthese aus. 
Mit zunehmender Verdiinnung des Glycerins steigen dann die 
Werte an, um bei den Samen von Linaria dalmatica, Linaria 
macedomca, Linaria striata und Loasa vuleanica ihr Optimum 
bei 88°/, oder 90°/, zu erreichen. Die Héchstwerte fiir die beiden 
Papaveraceen Bocconia cordata und Glaucwum luteum (flavum) 
lagen etwas tiefer, niimlich bei etwa 80°/,. Mit Ricinus com- 
munis zansibariensis endlich werden die besten Synthesen 
zwischen 55°/, und 60°/, erreicht. 

Vergleichende Betrachtungen zwischen Stottwechselvorgingen 
in vitro und vivo kénnen auch auf dem vorstehend behandelten 
Gebiete nur mit dementsprechenden Vorbehalten angestellt werden. 
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Ernst Schreiber, Uber den EinfluB der Glycerinkonzentration usw. 


Im Zellsaft fettbildender ptlanzlicher Gewebe diirften jedenfalls 
Glycerinkonzentrationen, wie im Experiment optimal, wohl niemals 
vorhanden sein. Grundsiitzlich sprechen aber die ermittelten 
Optimalwerte in vitro nicht unbedingt gegen jede Vergleichs- 
méglichkeit mit den natiirlichen Verhaltnissen im Ptlanzenkérper, 
da die absolute Menge eines im Zellsaft vorhandenen Stoffes fiir 
die chemische Umsetzung weniger von Bedeutung sein kann als 


das Verteilungsbild dieses Stoffes in der Zelle und seine Kon- 
zentration direkt am Orte der Reaktion. 


ie 
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Abbau zu einer Sulfo-capronsaéure 


32. Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe!) 


Von 
Fritz Kégl, Hanni Erxleben und J. H. Verbeek 
(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juni 1942) 


I. Die Anwesenheit zweier heterocyclischer Ringe 


Durch die in Gemeinschaft mit L. Pons?) und Th. J. de Man?) 
ausgefiihrten Untersuchungen wurde der Nachweis erbracht, dab 
Biotin (CygH,g03N.8) eine Harnstoffgruppierung und das ather- 
artig verkniipfte Schwefelatom in ecyclischer Bindung enthalt. Aus 
der groBben Bestiindigkeit gegen hydrolysierende Agentien wurde 
gefolgert, daB der Harnstoffrest sehr wahrscheinlich nicht in einem 
Finfring vorliegt; nach seinem ganzen Verhalten haben wir Biotin 
als Derivat von Trimethylen-harnstoff (I) aufgefaBt. Wirde sich 
das Schwefelatom wie z. B. bei Formel II in dem gleichen Ring 
befinden, so wire unter den Bedingungen des Siéureabbaus (bei 
180—200°!) nicht die Bildung einer Séure CyH,,O,.N.S zu _ er- 
warten, da das Formel III entsprechende mercaptalartige Zwischen- 
produkt hierbei sicherlich NH, bzw. H,S abspalten miBte. 


/NH——CH, NH——CH, NH,——CH, 
Ne A Ss Ne 
I Co DOH, II CO Ds Ill S 
\NH——CH, \NH-——CH, NH,——CH, 


Die an und fiir sich bereits weniger wahrscheinliche Még- 
lichkeit, daB der Schwefel und die Harnstoffgruppe Gheder eines 
erdBeren Ringes sein kénnten, ist auf Grund des Siureabbaus 





*) Die vorliegende Arbeit, welche aus auBeren Grinden erst in diesem 
Heft zum Abdruck gelangen kann, ist Herrn Prof. Dr. H. Hérlein zum 
60. Geburtstage gewidmet. 

1) 31. Mitt. tiber pflanzliche Wachstumsstoffe. Naturw. 80, 392 (1942). 

*) 28. Mitt. Diese Z. 269, 61 (1941); 29. Mitt. Diese Z. 269, 81 (1941). 
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von Biotin-sulfon auszuschlieBen. Wie in der vorangehenden Mit- 
teilung dargelegt wurde, wird das Molekil hierbei an zwei Stellen 
hydrolytisch aufgespalten; dies fiihrt jedoch nicht zu zwei Bruch- 
stiicken, sondern ebenfalls zu einer Verbindung mit 9 C-Atomen, 
und zwar einer Suifonséure-carbonsiure der Formel CyH, 90;N.S. 
Daraus ist mit Sicherheit zu folgern, daB der Harnstoff- 
rest und das Schwefelatom zwei verschiedenen Ringen 
des Biotinmolekiils angeh6ren. 


II. Die Stellung der Carboxylgruppe 


Fur den weiteren Einblick in die Konstitution war die Stellung 
der Carboxylgruppe von grofer Wichtigkeit. Da die Versuche, 
Biotin von der Thioithergruppe aus weiter abzubauen, nicht den 
erwarteten Erfolg gezeitigt hatten, schien ein vom Carboxyl aus- 
gehender Abbauweg am meisten erfolgversprechend, besonders 
dann, wenn die durch die Séurespaltung in guter Ausbeute ent- 
stehende C,-Thiodiaminosdéure eine «-Aminosdure darstellt und 
damit dem Abbau nach R. Criegee®) zuginglich wire. Um die 
Brauchbarkeit dieser Methode bei einschlagigen Verbindungen 
sowie den gegebenen Mikroverhialtnissen zu priifen, haben wir das 
Verhalten von Leucin, /-Alanin, 6-Thio-di-valeriansiure und der 
Verbindung*) (NH,-CH,),-CH-S:CH,-COOH bei der Oxydation 
mit Bieitetraacetat studiert. Es zeigte sich, daBb die ,,Glykol- 
spaltung‘* auch mit einigen Milligramm Substanz titrimetrisch aus- 
reichend genau zu verfolgen ist. Wahrend /-Alanin praktisch nicht 
reagiert, verbrauchte Leucin wenig mehr als 1 Mol Bleitetraacetat. 
Eine Dehydrierung der primiér entstehenden Imine zu Nitrilen, 
wie sie bei der oxydativen Spaltung von Phenylaminoessigséure 
beobachtet wurde*), fand also in unserem Falle nicht oder nur in 
untergeordnetem MaB8e statt. Wir haben uns iiberdies davon iiber- 
zeugt, daB das Reaktionsprodukt mit fuchsinschwefliger Séure 
eine intensive Aldehydreaktion gab. Die beiden oben genannten 
Thioither zeigten bei den angewandten Versuchsbedingungen einen 
Verbrauch von 1 Mol Reagens, offenbar werden sie zu den ent- 
sprechenden Sulfoxyden oxydiert. 

Nach diesen Erfahrungen haben wir in zwei Parallelversuchen 
je 4,21 mg der C,-Thio-diaminoséure mit Bleitetraacetat titriert, 


*) Vgl. die Zusammenfassung Angew. Chem. 58, 321 (1940). 
4) Das entsprechende, von Herrn Dr. Andersag dargestellte Harnstoff- 
Derivat verdanken wir der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk W.-Elberfeld. 
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wobei ein Verbrauch von 2,2 bzw. 2,47 Mol des Oxydationsmittels 
gefunden wurde. Nach den Modellversuchen geht hiervon 1 Mol 
auf Rechnung des Schwefelatoms, waihrend der Verbrauch des 
2. Mols auf die Oxydation einer «-Aminosiuregruppierung oder 
eines 1,2-Diamins zuriickgefiihrt werden mu8. Letzteres wire aus 
einem fiinfgliedrigen Harnstoffring entstanden, den wir zwar von 
Anfang an fiir weniger wahrscheinlich hielten, aber bisher nicht 
ausschlieBen konnten. Zwischen den beiden Moéglichkeiten muBte 


sich durch die Untersuchung des Reaktionsproduktes eine Ent- 
scheidung treffen lassen: 
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Wie die vorstehenden Reaktionsschemen zeigen, war bei der 
einem Sechsring entsprechenden « ,y-Diaminosaure (IV) nach dor 
Glykolspaltung (V) und darauffolgenden Permanganatoxydation 
eine 6-Amino-sulfon-carbonsiure (VI) zu erwarten, wahrend die 
analoge Umsetzung bei dem aus einem Fiinfring stammenden 
1,2-Diamin (VIT) zu einer stickstofffreien Sulfon-tri-carbonsdure (IX) 
fiihren sollte. | 

Die in zwei Parallelversuchen ausgefiihrte Titration mit 
m/50-Permanganatlésung ergab bei Zimmertemperatur einen Ver- 
brauch von 1,03 bzw. 0,94 Atomen Sauerstoff, wobei vermutlich 
das Sulfoxyd zum Sulfon oxydiert wurde. Hierauf haben wir unter 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 276 5 
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Erwarmen auf 50° im Laufe von 20—30 Minuten noch weiter 
Permanganatlésung zugefiigt, bis die Farbung bestehen blieb; der 
Gesamtverbrauch entsprach dann 1,85 bzw. 1,79 Atomen Sauer- 
stoff. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit dem Ubergang von 
V in VI, wihrend die Sauerstoffaufnahme bei der Oxydation von 
VIII zu IX gegen 3 O-Atome betragen miiBte. 

Um die Amino-sulfon-carbonséure (VI) auf zweckmaBige Weise 
isolieren zu kénnen, haben wir versucht, ihren Methylester mit 
Alkaloidreagentien zu fallen. Nach Veresterung in der Kialte 
(Sattigung der Methanollésung mit HCl) gelang es in der Tat, ein 
krystallisiertes Pikrolonat abzuscheiden. Da die Ausbeute nicht 
befriedigend war, haben wir die Hauptmenge durch einstiindiges 
Kochen mit 1,5°/jiger Methanol-HCl-Loésung verestert ; wir muBten 
jedoch feststellen, daB das Reaktionsprodukt nun fast kein Pikro- 
lonat lieferte. Es zeigte sich, da8 beim Verestern in der Warme 
die Aminogruppe abgespalten wird, wobei eine gegen Permanganat 
ungesittigte Verbindung entsteht. 

Ks ist nicht schwierig, fiir dieses auffallige Verhalten eine ein- 
leuchtende Erklaérung zu geben. Nach unseren Ableitungen handelt 
es sich bei Verbindung VI um eine f-Aminosiure. Wahrend 
f-Aminopropionsaure unzersetzt sublimierbar ist®), erleiden gewisse 
substituierte S-Aminosauren sehr leicht emen Zerfall in Ammoniak 
und «,f-ungesattigte Sauren. So haben C. Mannich*) und 
E. Ganz festgestellt, da z.B. a«-Phenyl-f-aminopropionsaure 
schon beim Kochen in neutraler oder schwach saurer Loésung 
Atropasaure liefert: 

C,H,-CH(COOH)-CH,-NH, = C,H,;-C(COOH) : CH, -+ NH,. 


Da diese Spaltung bei /-Aminopropionsiure nicht beobachtet 
wurde, scheinen die Substitutionsverhaltnisse am a-C-Atom eine 
Rolle zu spielen. In den von den genannten Autoren angefiihrten 
Beispielen ist die «-Stelle durch zwei Carboxylgruppen oder wie 
oben durch einen Phenylrest und ein tertiéres H-Atom substituiert. 
Wie sich zeigen wird, weist auch unsere Verbindung VI am «-stiin- 
digen C-Atom eine besondere Anordnung der Substituenten auf. 

In den beschriebenen Versuchen ist eine wichtige Stitze fur 
die Richtigkeit des Abbauschemas IV - VI zu erblicken. Um den 


5) W. Heintz, Liebigs Ann. 156, 48 (1870) und A. Kwisda, Mh. Chem. 
12, 422 (1892). Vgl. in diesem Zusammenhang die Umwandlung von f-Tri- 
methyl-propio-betain in acrylsaures Trimethylamin [R. Willstatter, Ber. 
chem. Ges. 35, 590 (1902)]. 

®) Ber. chem. Ges. 53, 3489 (1922). 
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finfgliedrigen Harnstoffrmg endgiltig auszuschlieBen, war es 
jedoch wiinschenswert, das nach der Spaltung mit Bleitetraacetat 
auftretende Reaktionsprodukt abzuscheiden und seine Natur durch 
Analyse zu sichern. In der Tat ist es bei der Wiederholung des 
Abbaus gelungen, den Aminoaldehyd V in Form eines Dinitro- 
phenylhydrazons zu isolieren, das nach Umkrystallisieren aus 
Alkohol bei 189—190° schmolz. Nach der CH-Analyse leitet sich 
das Derivat von emem Amiuno-sulfoxyd-aldehyd der erwarteten 
Zusammensetzung ab. 

Jin unabhiangiger Weg zur Entscheidung zwischen den Abbau- 
reaktionen IV > V bzw. VII > VIII bestand darm, die bei der 
Spaltung mit Bleitetraacetat in Freiheit gesetzte Ammoniakmenge 
zu bestimmen; diese betragt theoretisch im 1. Fall 1 Mol, im 2. 
dagegen 2 Mol. Bei der nach dem Verfahren von Parnas’) mit 
Hilfe des Stufenphotometers ausgefiihrten Bestimmung lieB sich 
in der Mutterlauge des Dinitrophenylhydrazons 0,65 Mol NH, 
nachweisen, was ebenfalls zugunsten des ersten Schemas spricht. 

Aus den Versuchsergebnissen folgt mit Sicherheit, daB die 
Spaltung mit Bleitetraacetat zwischen dem Carboxyl und einer 
a-Aminogruppe stattfindet. Falls die. C,-Thio-diaminosaure eine 
acyclische Verbindung wire, kénnte man die a, f-Stellung der 
beiden Aminogruppen unmittelbar ausschlieBen. Da jedoch die 
Glykolspaltung z. B. bei trans-Cyclopentandiol erheblich lang- 
samer verliuft als bei der cis-Form, haben wir uns die Frage vor- 
gelegt, ob bei einer cyclischen trans-a, f-Diaminosaure die Spaltung 
zwischen Carboxyl und «-Aminogruppe den Vorrang haben kénnte. 
Obschon keine Messungen bei wirklich vergleichbaren Modellstoffen 
vorliegen, laBt sich aus-dem von R. Criegee®) verdffentlichten 
Versuchsmaterial ersehen, da im Vergleich zu «-Oxysiéuren auch 
trans-Glykole verhaltnismaBig rasch angegriffen werden. Eine 
konkurrierende ,,«, $-Diamin-Spaltung*S hatte sich wohl auch da- 
durch bemerkbar gemacht, daB aus dem Gemisch von Reaktions- 
produkten bei unseren Mikroansatzen praktisch nichts mehr zu 
isohieren gewesen wire. 

Bei der geschilderten Sachlage laBt sich zwar nicht mit ab- 
soluter Sicherheit, aber doch mit sehr grofer Wahrscheinlichkeit 
folgern, dai Biotin einen sechsgliedrigen Harnstoffring 
enthalt, also als Derivat der 2-Oxo-hexa-hydro-pyri- 
midin-4 (bzw. 6) -carbonsaure aufzufassen ist. 


7) Biochem. Z. 152, 1 (1924); 155, 247 (1925); 178, 224 (1928). 
®) Ber. chem. Ges. 73, 563, 571 (1940). 


FL * 
J 






















68 Fritz Kégl, Hanni Erxleben und J. H. Verbeek, 


Ill. Die Stellung des Schwefelatoms 


Die Thioithergruppe muB im Molekiil des Biotins eine be- 
sondere Lage einnehmen. Dies ergab sich vor allem aus dem Ver- 
halten beim Erhitzen mit Jodwasserstoffsiure (1,96; 2 Stunden 
auf 180°). Wéahrend cis-Tetrahydro-thiophen-«, «’-dicarbonsiure 
unter diesen Bedingungen Adipinsaure liefert und aus 6-Thio-di- 
valeriansiure 6-Jodvaleriansiure entsteht, fanden wir bei Biotin 
keine Schwefelwasserstoffabspaltung, es bildete sich vielmehr 
nach dem Schema des Salzsdureabbaus in guter Ausbeute die 
C,-Thiodiaminosaure. 

Weiterhin ist es auffallend, da8 Biotinsulfon — wie ebenfalls 
in der vorangehenden Mitteilung beschrieben wurde — beim KEr- 
hitzen mit konzentrierter Salzsiure eine C,-Diamino-sulfonsaure- 
carbonsdure gibt, wihrend das Sulfon aus 6-Thio-di-valeriansdure 
sogar bei Ystiindigem Erhitzen auf 250° praktisch unverdndert 
bleibt. Dieser Unterschied kénnte darauf zurickgefiihrt werden, 
da8 die Sulfonylgruppe im ersten Fall cyclisch gebunden ist; aus 
den Untersuchungen von A. Littringhaus’) und Mitarbeitern 
ergibt sich, da die Sulfonylgruppe den ungewoéhnlich kleinen 
Bindungswinkel von etwa 90° besitzt, wihrend jener des S-Atoms 
von cyclischen Thiodithern ungefihr 112° betragt. Die Autoren 
weisen aber selbst darauf hin, daB der kleine Winkel bei den unter- 
suchten vielgliedrigen Ringsulfonen ,,erzwungen‘ sein kann. Aus 
den bisher vorliegenden Erfahrungen braucht man demnach nicht 
zu folgern, da8 z. B. in einem Fiinfring-sulfon besondere Spannungs- 
verhaltnisse herrschen!®). Auf jeden Fall hat bei unseren Uber- 
legungen auch das Verhalten des Biotinsulfons dazu beigetragen, 
das Schwefelatom an einer markanten Stelle des Biotinmolekils 
zu suchen. 

Nach Lage der Dinge wird man annehmen, da die Resistenz 
der Thiodthergruppe bei der HJ-Behandlung und — eventuell — 
die Reaktionsfahigkeit des Sulfons bei der Saéurespaltung unter 
dem Einflu8B benachbarter Substituenten zustande kommen; als 
solche sind das Carboxyl und die beiden Aminogruppen der Abbau- 
siure in Betracht zu ziehen. Man weiB aus vielen und mannig- 
faltigen Beispielen, da8 die wechselseitige Beeinflussung zwischen 





®) Vol. Ber. chem. Ges. 73, 141 (1940). 
10) Es ware von Interesse entsprechende Modellversuche auszufiihren. 
Die Sulfone aus Tetrahydro-thiophen-«-carbonsaure und «,«’-Dicarbonsaure 
haben wir hierfiir nicht herangezogen, da die hydrolytische Spaltung bei 
f-Sulfon-carbonsauren fiir die Fragestellung nicht beweisend ware. — 
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der Carboxylgruppe einer Siure und Substituenten in «-, B- oder 
y-Stellung am gr6Bten ist, wihrend sie mit zunehmender Ent- 
fernung stark an Bedeutung verliert. Diese Uberlegung fiihrte bei 
unserem Problem zu der Arbeitshypothese, das S-Atom in der 
Kinflu8sphareder Aminogruppen??) und des Carboxyls anzunehmen. 
Nach den im vorhergehenden Abschnitt angefiihrten Befunden ist 
das bei der HCl-Spaltung des Biotins entstehende Abbauprodukt 
eine «,y-Diaminosaure. Falls das Schwefelatom in £-Stellung!2) 
gebunden ist, waren in der Tat raéumlich sehr nahe Beziehungen 
zu den erwaéhnten Gruppen gegeben: 








HN——CH—COOH NH,——-CH— COOH 
— PA 1 "Oe ACI Ass, 
’ me a , {cat —» XI | {cat 
HN——C——_—— NH,——_c—— 
*% io \ 
(entspricht IV) 
COOH 
|_-8O, 
PbAc, HC~“Y"“s™ 
Kuno,” 1 : tout, 
NH,—Cs— 
: \ 


(entspricht VI) 


Wie man sieht, wiirde jedes C-Atom, das sich zwischen Stelle 5 
und dem §-Atom einschiebt, den postulierten Eimflu8 stark herab- 
setzen. Da der Schwefel cyclisch gebunden ist, folgt aus dieser 
Vorstellung weiterhin, daB die beiden Ringe des Biotinmolekiils 
miteinander kondensiert sind. Nachdem XI zu einer f-Amino- 
carbonséure (XIT) abgebaut werden konnte, muBte C-Atom 4 die 
zweite Verkniipfungsstelle des Thiorings darstellen. Ubrigens sei 
noch darauf hingewiesen, daB Formel XII auch die besonders 
leicht verlaufende Ammoniakabspaltung durch den zusiétzlichen 
Einflu8 der Sulfonylgruppe sehr plausibel erscheimen laBt. 

Die durch die vorstehenden theoretischen Ausfiihrungen be- 
grindete Arbeitshypothese tiber die Stellung des Schwefelatoms 
hat sich fir die praparative Ausfiihrung des weiteren Abbaus als 

11) Vgl. hierzu die Befunde von W. Schneider itiber die Eigenschaften 
aliphatischer Aminosulfide und die gegenseitigen Beziehungen zwischen Stick- 
stoff- und Schwefelatom [Liebigs Ann. 386, 332 (1912)]. 

12) Das a- und das y-C-Atom (Stelle 6 und 4 in Formel X) kommt 
als Haftstelle fiir den Schwefel nach aller Wahrscheinlichkeit nicht in Be- 


tracht, da derartige Verbindungen als Derivate von ,,Halbmercaptolen“ viel 
leichter durch Sauren gespalten werden miuBten. 





a 
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sehr niitzlich erwiesen. Dieser ging von der aus XII entstehenden 
ungesittigten Siiure XIII aus, die wir titrimetrisch mit soda- 
alkalischer m/50-Permanganatlésung oxydierten. In zwei Parallel- 
versuchen wurden 4,5 mg und 7,3 mg der Séure unter gelindem 
Erwiirmen titriert, wobei wir einen Verbrauch von 3,91 baw. 
3,7 Atomen Sauerstoff feststellten. Wenn die C-Atome 4 und 5 
(Formel XIIT) zu Ketongruppen oxydiert wurden, war theoretisch 
ein Verbrauch von 2 O zu erwarten; falls C4 ein Wasserstoffatom 
trigt, muBte unter Aufnahme von 3 Sauerstoffatomen eine Keto- 
carbonsaure entstehen. Dain Wirklichkeit praktisch 4 O verbraucht 
wurden, ist der Abbau offensichtlich noch weiter gegangen. Unsere 
zunaichst hypothetische Formulierung der Ketocarbonsiéiure (XIV) 
laBt in der Tat erwarten, da8 zwischen Carbonyl- und Sulfonyl- 
sruppe eine hydrolytische Spaltung unter Bildung von Glyoxyl- 
siure auftritt, deren weitere Oxydation das 4. Sauerstoffatom 
beansprucht : 








COOH COOH 
|S | | 
xm 3H, sam O°), Sue, xiv CO—80,.) 
rhe C.H,, . f CstLro 
HC+—_—_ HO-C 
| 
O 
COOH HO—s0,— 
ae + XV C.Hyo 
COOH Ho—co ~| 


Als Endprodukt des oxydativen Abbaus wiirde somit eine 
Carboxy-sulfonsiure der Zusammensetzung C,H,.0;S entstehen. 
Da die zur Charakterisierung solcher Sulfosiuren gewohnlich ver- 
wendeten Anilide!’) nur mit maBigen Ausbeuten erhalten werden, 
schien die Isolierung unseres nur in Mikromengen zu gewinnenden 
Reaktionsproduktes keine leichte Aufgabe zu sein. In einer kiirzlich 
erschienenen Arbeit hat S. Zuffanti!4) m-Toluidinsalze von ali- 
phatischen Sulfonsiuren beschrieben. Um zu priifen, ob auch die 
m-Toluidinsalze von Carboxy-sulfonsiiuren fiir die Isolierung bzw. 
Charakterisierung brauchbar sind, haben wir /-Sulfo-isohexansiure 
dargestellt, die nach der Methode von Th. Rosenthal!) aus 
a,$-[sohexensiiure und Ammoniumbisulfit gewonnen wurde. In 


13) Vgl. die Darstellung des Dianilids der B-Sulfo-propionsaure, L. A. Bi- 
gelow, H. W. Sigmon und D. H. Wilcox, J. Amer. Chem. Soc. 57, 2521 
(1935). 

44) J. Amer. Chem. Soc. 62, 1044 (1940). 

18) Liebigs Ann. 288, 34 (1886). 
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der Tat gab auch $-Sulfo-iso-hexansaure ein in Nadelchen krvystalli- 
sierendes m-Toluidinsalz; es lie8 sich umkrystallisieren und schmolz 
dann bei 162°. 

Nunmehr wurde die analytische Siure in Ather suspendiert 
und eimige Tropfen m-Toluidin zugefiigt. Hierbei entstand eben- 
falls sofort ein in Nadelchen krystallisierender Niederschlag. Das 
unter dem Mikroskop bei 157—159° schmelzende Salz wurde in 
der Wirme in m-Toluidin gelést und mit Ather gefallt ; die Nadelehen 
schmolzen hierauf scharf bei 157°. Unter AusschluB von Luft und 
Feuchtigkeit bleibt das m-Toluidinsalz véllig farblos. Das ana- 
lytische Priiparat und das m-Toluidinsalz der $-Sulfo-iso-hexan- 
siure ergaben bei den Mikroanalysen gut stimmende Werte fiir die 
Zusammensetzung C,H,.0;5-C,H,N: die Carboxylgruppe nimmt 
also an der Salzbildung nicht teil. 

Bei der Deutung der Abbauergebnisse spielten Titrations- 
versuche eine wesentliche Rolle; obschon wir die betreffenden Werte 
auch bei den im Versuchsteil angefiihrten Wiederholungen des 
Abbaus bestatigen konnten, hatten wir natiirlich erst durch die 
Jsolierung einer Carboxy-sulfonséiure mit 6 C-Atomen eine Gewahr 
fiir die Richtigkeit unserer Ableitungen. 

Die weitere Untersuchung hatte sich selbstverstandlich vor 
allem mit der Identifizierung des neuen Abbauproduktes zu be- 
fassen. Diese Aufgabe war nicht einfach zu lésen; la8t man «-, 6- 
und e-Sulfocarbonsiuren — die nach obigen Befunden nur aus 
weniger wahrscheinlichen Ringsystemen entstehen kénnen. — auBer 
Betracht, so standen noch insgesamt 19 strukturisomere p- und 
y-Sulfocarbonsiiuren der Zusammensetzung C,H,.0;S zur Dis- 
kussion. In Wirklichkeit ist die Sachlage noch komplizierter, da 
verschiedene dieser Saiuren zwei ASymmetriezentren enthalten und 
iiberdies bei der Mehrzahl der Verbindungen ein exakter Vergleich 
mit der analytischen Saéure erst nach Spaltung in die Antipoden 
moglich war. Die Entwirrung dieser Verhaltnisse ist Gegenstand 
der folgenden Mitteilung iiber die Chemie des Biotins. In dieser 
wird auch zu neueren amerikanischen Ver6ffentlichungen auf dem 
Biotin-Gebiet Stellung genommen; hier sei jedoch bereits erwahnt, 
daB das aus Leber erhaltene Krystallisat mit dem von uns aus 
Eigelb dargestellten Biotin nicht identisch sein dirite. 


Fir die Unterstiitzung unserer Arbeiten sind wir der I. G. 
Farbenindustrie A.-G., Werk W.-Elberfeld, sehr zu Dank ver- 
pflichtet. 
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Experimenteller Teil 


Saurespaltung von 2-Oxo-hexahydro-pyrimidin-5-thio- 
glykolsaure 


5 mg Substanz*) wurden mit 2,5 ccm konzentrierter HCl 
(s = 1,192) 2 Stunden bei 215—220° im Einschmelzrohr erhitzt. 
Nach Beendigung der Reaktion wurde die gelblichbraune Lésung 
im Vakuum zur Trockne gedampft, der Riickstand in wenig Wasser 
gelést und mit so viel frisch bereiteter, wafriger Pikrolonsdure- 
lésung versetzt, bis die tiberstehende Flissigkeit gelb gefarbt blieb. 
Nach mehrstiindigem Stehenlassen in der Kalte wurde das Pikro- 
lonat abgesaugt, mit kaltem Wasser gewaschen und aus wenig 
Wasser umkrystallisiert. Die Ausbeute nach eimmaligem Um- 


krystallisieren betrug 14mg, d.h. 90°/,d. Th. unter Annahme 
eines Dipikrolonats. 


Die Zerlegung des Pikrolonats erfolgte in der tiblichen Weise 
mit Wolle, am besten bei Zimmertemperatur. Fur den Oxydations- 
versuch wurde der aus dem Filtrat durch Eindampfen erhaltene 
Rickstand verwendet. 


Oxydationen mit Bleitetraacetat 


Die Oxydationen haben wir simtlich in Eisessig als Lésungs- 
mittel vorgenommen. Der Oxydationswert des Bleitetraacetats 
ebenso wie der Verbrauch an Reagens wurde nach den Angaben 
von R. Criegee?*) bestimmt. Hierbei wird das zu untersuchende 
Bleitetraacetat mit eimem Uberschu8 an KJ-Liésung versetzt und 
das freigekommene Jod mit 0,1 n-Thiosulfatlésung titriert. Der 
Oxydationswert des fiir die folgenden Versuche benutzten Blei- 
tetraacetats lag zwischen 938—95°/,; die Mengenangaben in der 
Tabelle sind simtlich auf 100°/,iges Oxydationsmittel umgerechnet. 
In jedem Falle wurden Blankoversuche ausgefiihrt, um den EinfluB 
des Losungsmittels auf den Oxydationswert des Bleitetraacetats zu 
studieren. Es zeigte sich, daB die Gehaltsabnahme wihrend der 
kurzfristigen Versuche praktisch zu vernachlassigen war; bei den 
6—S8stiindigem Ansitzen betrug sie 0,3—1,5°/,, bei den 18stiin- 
digen Ansatzen etwa 6°/). Dieser auf das Lésungsmittel zuriick- 
zufihrende Verbrauch an Bleitetraacetat ist bei den folgenden 
Angaben bereits in Rechnung gebracht. 


®) Ber. chem. Ges. 64, 264 (1931). 
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Tabelle I 
Menge eem Ver- Ver- 
Stoff - Fis. | 8¥¢h8-| Temp. | ™g | brauch 
— in . | dauer PbAe in 
SIMillimol| 88 ]in Std.}| °° *| Millimol 
/| 13,1 | 0,1 2 1 | 40—45] 80,6] 1,62 
13,1 | 0,1 2 1 | 40-45] 99,5] 1,81 
13,1 | 0,1 2 18 | 18—20] 83,5] 1,56 
P 13,1 | 0,1 2 8 | 18—20] 81,4] 1,20 
Leucin 13,1 | 0,1 2 6 | 18—20] 89,7] 1,09 
6,6 | 0,05 2 6 | 18-20] 54,7] 1,20 
3.3 | 0,025 | 2 6 | 18-20] 34,6] 0,94 
2,6 | 0,02 2 6 | 18—20]| 27,6] 0,84 
6-Alanin 8,9 | 0,1 2 7 | 1820] 96,7] 0,09 
(123.4 | 0,1 2 18 | 18—20]|131,0] 1,20 
— 23,4 | 0,1 2 8 | 18-20] 95,8] 1,21 
0-Thio-divalerian- }] 23,4 | 0,1 2 1 18—20 | 79,9] 1,18 
siiure )| 11,7 | 0,05 2 1 | 18—20] 65,0] 0,93 
5,85 | 0,025 | 2 1 | 18—20] 55,6] 1,09 
} 2,9 | 0,0125| 2 1 | 18—20] 31,5] 0,80 
NH-CH, 
Ey ig 
CO CH-S-CH, | 21,8 | 0,1 2 7 |18—20 | 101,3] 1,08 
. | 
NH-CH, COOH 
NH,- CH, 
CH-S-CH, 3,56 | 0,024 | 2 6 |18—20] 27,2] 1,2 
| | 
NH.-CH, COOH 
C,-Thio-diamino- {| — | 0,019 | 1 6 | 18—20] 33,5] 2,2 
siure aus Biotin — | 0,019 ] 6 18s—20 | 40,4] 2,47 




















Die giinstigste Versuchsdauer fiir die Oxydation des Leucins 
wurde in folgender Weise ermittelt: bei einem Oxydationsversuch 
wurden der Reaktionslisung nach verschiedenen Zeiten Proben 
entnommen und diese mit fuchsinschwefliger Siéure auf ihren 
Aldehydgehalt untersucht. Die Farbreaktion war nach 4 Stunden 
schwach, nach 6 bzw. 7 Stunden sehr stark, nach 81/, Stunden 
bereits wieder geringer. 


2,4-Dinitrophenylhydrazon des Amino-sulfoxyd- 
aldehyds (V) 
on 7 | , Pe ee 
28,7 mg Dipikrolonat, entsprechend 6,3 mg C,-Thiodiamino- 
siure wurden in 1 cem Hisessig mit 65 mg Bleitetraacetat (99,19/,12) 
6 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Danach wurde 
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die Reaktionslésung mit Wasser verdiinnt und das Blei mit H,S 
entfernt. Nach Filtrieren und griindlichem Auswaschen des Sulfid- 
niederschlags wurden die vereinigten Filtrate unter N, an der 
Olpumpe bei Zimmertemperatur eingeengt, bis nur noch wenige 
Tropfen der essigsauren Lésung zuriickblieben. Hierzu fiigten wir 
11 mg 2,4-Dinitrophenylhydrazin, das zuvor in wenig konzentrierter 
H,SO, gelést und mit der 10fachen Menge Alkohol versetzt worden 
war. Nachdem das Reaktionsgemisch tiber Nacht gestanden hatte, 
hatte sich eine geringe krystalline Fallung gebildet, deren Menge 
beim Verdiinnen mit 2n-H,SO, zunahm. Die Substanz krystalli- 
sierte in gelbroten Blattchen, die sich aus Alkohol umkrystallisieren 
lieBen und unter dem Mikroskop bei 189—190° schmolzen. 


4,069 mg Subst.: 6,78 mg CO,, 1,75 mg H,O. 
C,,H,,0;N;S (369) Ber. © 45,55 H 5,14 Gef. © 45,44 H 4,81. 


Mutterlaugen und Waschwasser, die bei der Bereitung des 
Derivats anfielen, wurden vereinigt und im Vakuum eingeengt. 
Der Riickstand wurde fiir eme NH,-Bestimmung mit der Apparatur 
nach Parnas’) verwendet. Die Messung der Ammoniakmenge 
erfolgte mit Hilfe des Stufenphotometers von Zeiss unter Be- 
nutzung der Filter F, und F,)5. Dabei wurde 0,65 Mol NHg ge- 
funden. Durch einige Kontrollbestimmungen mit verdiinnter 
Dinitrophenylhydrazinlésung wurde festgestellt, daB von der ge- 
fundenen NH,-Menge hoéchstens 0,6°/, aus dem Hydrazin stammen 
diirften. 


Oxydation mit Kaliumpermanganat 


Zunachst wurden 3 mg der Cy-Thiodiaminosiéure aus Biotin in 
lccm Eisessig mit 39,6 mg Bleitetraacetat 6 Stunden lang bei 
Zimmertemperatur oxydiert. Der Eisessig wurde durch KEin- 
dampfen im Vakuum unter N, entfernt, der Riickstand dreimal 
nacheinander mit Wasser aufgenommen und jeweils wieder zur 
Trockne gedampft. SchheBlich haben wir den Riickstand in wenig 
Wasser gelést und bei Zimmertemperatur mit m/50 sodaalkalischer 
Permanganatlésung titviert. Bis zur bleibenden Violettfarbung 
wurden direkt 0,47 com —1,03 Atome O verbraucht. Die Farbe 
der Lésung verschwand beim Stehenlassen nach 20—25 Minuten. 
Nunmehr wurde auf 50° erwirmt und im Laufe von 20 Minuten 
noch 0,875 cem m/50-KMnQO,, entsprechend 0,82 Atome O zu- 
gefigt; die Gesamtaufnahme betrug demnach 1,85 Atome O. 

Die Farbung blieb jetzt auch in der Warme bestehen. Die 
Lésung wurde nunmehr mit 2 Tropfen Methanol entfarbt, am 
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nichsten ‘Tage filtriert und der Braunsteinniederschlag griindlich 
ausgewaschen. Das Filtrat wurde schwach angesiuert und im 
Vakuum wber P,O; zur Trockne gedampft. 

Wir haben noch drei weitere Versuche unter genau den gleichen 
Bedingungen ausgefiithrt ; die Ergebnisse sind in Tab. II zusammen- 














gestellt : 
Tabelle II 
Substanz- Verbr. m/50-KMn0O, Verbr. m/50-KMnO, 
menge, bez. in der Kilte bei 50—60° Gesamt- 
auf C,-Thio- |—— Ee gr eee Le MERE EE verbrauch 
diaminosiiure | in cem |in Atomen O neem jin Atomen O 
3. mg 0,47 | 1,03 0,375 0,82 1,85 
ae 0,43 | 0,94 0,39 0,85 1,79 
12,2 1,82 | 0,97 1,55 0,83 1,80 
17,6 2,36 | 0,89 2,45 0,92 1,81 














Veresterung der Oxydationsprodukte 


a) Das Reaktionsprodukt der ersten Oxydation mit KMnO, 
wurde mit 4 ccm absolutem Methanol versetzt, die Lésung bei 
Zimmertemperatur mit HCl gesattigt und einen Tag lang stehen 
gelassen. Danach haben wir im Vakuum zur Trockne gedampft, 
den Riickstand in Wasser aufgenommen, schwach alkalisch gemacht 
und mit Chloroform ausgeschiittelt. Die getrocknete Chloroform- 
lésung hinterlieB nach dem Eindampfen 2,2 mg éligen Riickstand. 
Eine Probe hiervon gab unter dem Mikroskop mit Pikrolonsaure- 
lésung eine Fallung. 

Der zweite Oxydationsversuch, bei dem ebenfalls von 3 mg 
C,-Thiodiaminosaure ausgegangen war, wurde in genau der gleichen 
Weise behandelt und lieferte 1,9 mg des dligen Riickstandes. Die 
beiden Produkte wurden vereinigt (zusammen 4,1 mg), in einem 
Tropfen Alkohol gelést, mit Wasser verdiinnt und mit waBriger 
Pikrolonsdureliésung versetzt. Der sehr feinkrystalline Nieder- 
schlag wurde iiber Nacht im Hisschrank aufgehoben und am nachsten 
Tage abfiltriert. 5,1 mg Krystallisat, Schmelzp.!*) 225—230° Aus 
Wasser umkrystallisiert, 4,1 mg Pikrolonat (Nadelchen). Schmelz- 
punkt 228—230°. 

1,929 mg Subst.18) (bei 50°, 0,1 mm iiber P.O; getr.): 0,298 com N, 
(756 mm, 21°). Gef. N 14,84. 





7) Die unter dem Mikroskop bestimmten Schmelzpunkte sind unter 
Beriicksichtigung der Apparatkorrektur angegeben. 

18) Die Mikroanalysen wurden von Herrn P. Hubers, Amsterdam, aus- 
gefiihrt. 
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b) Der dritte Oxydationsversuch, bei dem von 12,2 mg 
C,-Thiodiaminosdiure ausgegangen wurde, hinterlie8 in der Chloro- 
formfraktion nach sehr haufigem Ausschitteln der schwach 
alkalischen waBrigen Lésung nur 7,4 mg Ruckstand (A). Deshalb 
wurde die waBrige Lésung mit HCl neutralisiert und zur Trockne 
gedampft. Der Rickstand wurde in 4 ccm absolutem Methanol 
gelist, das 1,5°/, HCl enthielt, und 1 Stunde zum Sieden erhitzt. 
Danach wurde im Vakuum zur Trockne gedampft, der Riickstand 
in Wasser aufgenommen, schwach alkalisch gemacht und mit 
Chloroform ausgeschiittelt. Die Chloroformlésung hinterlieB nach 
dem Eindampfen 4,8 mg Ol (B); eine Probe hiervon gab unter 
dem Mikroskop mit Pikrolonsiure nur sehr wenig Nadelchen, in 
der Hauptsache Oltrépfchen. Zur weiteren Reinigung wurden 
die 4,8 mg Ol nochmals in Chloroform aufgenommen und diese 
Lésung mit verdiinntem HCl ausgeschittelt. In der Chloro- 
formlésung waren nach dieser Behandlung 4,5 mg Substanz 
verblieben. Eine kleine Probe dieses Riickstands entfarbte 


verdiinnte sodaalkalische Permanganatlésung langsam in der 
Kalte. 


Auf Grund dieser Ergebnisse haben wir die oben erhaltenen 
7,4 mg Riickstand (A) in absolutem Methanol geldst, das 1,5°/) HCl 
enthielt, und 1 Stunde gekocht. Nach Entfernen des Lésungs- 
mittels im Vakuum wurde das verbleibende Ol in Wasser auf- 
genommen, und die noch saure Lésung wiederholt mit Chloroform 
ausgeschittelt. Nach Entfernung des Chloroforms verblieben 
7,3 mg Ol. 


c) Die Aufarbeitung nach der Oxydation mit KMnO, erfolgte 
nunmehr in der folgenden Weise: Die vom Braunstein abfiltrierte 
Reaktionslésung wurde im Vakuum eingeengt und alkalisch wieder- 
holt mit Chloroform ausgeschiittelt (Chloroformlésung A, waBrige 
Lésung B). Den Chloroformriickstand haben wir in absolutem 
Methanol mit 1,5°/) HCl gelést und 1 Stunde zum Sieden erhitzt. 
Nach Entfernen des Lésungsmittels im Vakuum wurde der Riick- 
stand in Wasser aufgenommen und mit Chloroform ausgeschiittelt. 
Diese Chloroformlésung enthielt mehr als die Hilfte des zu er- 
wartenden Produkts. Die restliche Substanz war noch in der 
wiBrigen Lésung B enthalten. Diese wurde angesduert und ein- 
gedampft, der Riickstand ebenfalls 1 Stunde mit HCl-Methanol 
gekocht und wie oben aufgearbeitet; die erhaltenen dligen Reak- 
tionsprodukte haben wir vereinigt. 
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KMnO,-Oxydation der ungesaittigten Saure (XIII) 
baw. ihres Esters 


4,5 mg des oben beschriebenen Reaktionsprodukts wurden 
in 1 cem Wasser gelést und mit m/50 sodaalkalischer Kalium- 
permanganatlosung oxydiert. Zuniichst erfolgte die Entfarbung 
sehr langsam, so da8 zur Kinleitung der Reaktion etwas erwirmt 
werden muBte. Es wurden insgesamt 2,70 com = 3,91 Atome O 
aufgenommen. Die Lésung wurde wie iiblich mit 1 Tropfen 
Methanol entfarbt, und nach eintigigem Stehenlassen vom Braun- 


stein abgesaugt. Das Filtrat wurde im Vakuum zur Trockne 
gedampft. 


In einem zweiten Versuch wurden 7,3 mg auf diese Weise oxydiert und 
verbrauchten 4,24 com m/50-KMnO, = 3,7 Atome O. 


Ein dritter Versuch mit 14,9 mg Ausgangsprodukt ergab einen Verbrauch 
von 9,23 com m/50-KMnO, = 4,04 Atome O. 


Der Rickstand des ersten Oxydationsversuches wurde in 
1 ccm Ather suspendiert und mit einigen Tropfen m-Toluidin ver- 
setzt. Dabei trat eine sofortige Fallung auf, die abgesaugt und mit 
Ather gewaschen wurde. Nadeln, Schmelzp. 157—159°. Der Stoff 
wurde in der Wiarme in m-Toluidin gelést und wieder mit Ather 
ausgefallt. Er schmolz nunmehr scharf bei 157°. Das Salz ist bei 
Ausschlu8 von Luft und Feuchtigkeit gut haltbar und bleibt dann 


vollig farblos. Die Substanz wurde bei 60° und 0,1 mm iiber P,O; 
getrocknet. 


4,059 mg Subst.: 7,64mg CO,, 2,33 mg H,O. — 4,179 mg Subst.: 
0,158 com N, (772 mm, 22°). — 4,673 mg Subst.: 3,52 mg BaSOQ,. 


Mono-toluidinsalz C,,H,,0;NS (303) 
Ber. C 51,48 H 6,93 N 4,62 S 10,57 
Gef. ,, 51,35 », 6,42 5, 4,46 », 10,34. 
Di-toluidinsalz C,,H,,0;N.S (410) 
Ber. C 58,51 H 7,34 N 6,83 S 7,81. 


Darstellung der -Sulfo-iso-hexansaure. «, 6-Isohexensdure’) 
wurde durch Kondensation von Isobutyraldehyd und Malonsaure in Pyridin 
und nachfolgender Abspaltung von CO, dargestellt. 

Nach der Vorschrift von Th. Rosenthal”) konnte aus dem Ammonium- 
salz der «,f-Isohexensiure durch Addition von schwefliger Saure die ent- 
sprechende f-Sulfosaure bzw. deren Ba-Salz erhalten werden. 


1%) L. Braun, Mh. Chem. 17, 213 (1896); R. Fittig, Liebigs Ann. 
283, 51 (1894); O. Doebner, Ber. chem. Ges. 33, 2140 (1900). 
20) Liebigs Ann. 288, 34 (1886). 
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Das Ba-Salz der f-Sulfo-iso-hexansaure wurde durch Zusatz der be- 
rechneten Menge H,SO, in die freie Saure iibergefiihrt. Nach Abzentrifugieren 
des BaSO, und Entfernen des Lésungsmittels wurde die rohe Saure in Ather 
suspendiert und mit m-Toluidin versetzt. Das Toluidinsalz krystallisierte in 
Nadelchen. Zur Umkrystallisation wurde die Substanz in der Warme in 
m-Toluidin gelést und mit Ather ausgefallt. Schmelzp. 162°. 


4,193 mg Subst. (bei 60° und 0,1 mm iiber P,O, getr.): 7,98 mg CO,, 
2,56 mg H,O. — 4,291 mg Subst.: 0,159 com N, (772 mm, 22°). — 4,739 mg 
Subst.: 3,56 mg BaSQ,. 


Gef. C 51.88 H 6.83 N 4,37 S 10.32. 


Aus einer weiteren Probe der Saure wurde durch mehrstiindiges Kochen 
mit Thionylchlorid in trockenem Benzol das Chlorid und daraus ohne weitere 
Reinigung nach der Vorschrift von L. A. Bigelow, H.W. Sigmon und 
D. H. Wilcox!) das Dianilid dargestellt. Es lieB sich am besten aus viel 


Essigester umkrystallisieren und bildete feine Stabchen, die unter dem 
Mikroskop bei 192° schmolzen. 


4,584 mg Subst. (bei 60° und 0,1 mm iiber P,O; getr.): 10,45 mg CQ,, 
2,64 mg H,O. — 4,407 mg Subst.: 0,307 ccm N, (740 mm, 22°), — 5,441 mg 
Sabst.: 3,52 mg BaSQ,. 


Ber. C 62,40 H 6,36 N 8,09 S 9,24 
Gef. ,, 62,20 ,, 6,44 ,, 7,85  ,, 8,89. 
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Zur Kenntnis der Gallens&uren 
68. Mitteilung 


Von 


Martin Schenck 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterindr-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juli 1942) 


Uber Pernitrosoverbindungen (Nitrimine) aus der Gallensduregruppe 


Oxime werden bekanntlich durch salpetrige Siure im all- 
gemeinen unter Entwicklung von Stickoxydul in die entsprechenden 
Carbonylverbindungen iibergefiihrt nach dem Schema: RR,C:NOH 
+ HNO, —> RR,CO + H,O + N,0'). In bestimmten Fallen aber 
bilden sich aus Ketoximen und salpetriger Siure Pernitroso- 
verbindungen oder Nitrimine, die sich von den Oximen dadurch 
unterscheiden, daB sie an Stelle der NOH-Gruppe die Gruppe 
N,O, enthalten. Die bekanntesten von den wenigen bisher er- 
haltenen Pernitrosoverbindungen sind gewonnen worden aus 
Campheroxim, Camphenonoxim, Pinakolinoxim, Fenchonoxim, 
Tanacetonoxim, Mesityloxim, Santoninoxim?) sowie aus dem Oxim 
des Ketocineols’). Auch als Derivate des Pyrrolins bzw. N- 
Methyl-pyrrolins und des Dihydrothiophens sind Nitrimine bekannt 
geworden*). Vor einiger Zeit habe ich eine weitere Pernitroso- 
verbindung beschrieben, die sich von Desoxybiliansdure-oxim (I) 
ableitet 5). Sie wird leicht durch wiBrige Natronlauge von Raum- 
temperatur in Desoxybiliansiure und Stickoxydul zersetzt, die 
gleiche Zersetzung erfihrt das Nitrimin auch durch konzentrierte 
Schwefelsiure, wie jetzt festgestellt wurde, nachdem die Ent- 


') Tiemann, Ber. chem. Ges. 28, 1079 (1895). 

2) Schrifttum bei Scholl, Liebigs Ann. 3358, 1 (1905). 

3) Cusmano, Chem. Z. 1919, III, 329 f. 

‘) Benary u. Mitarbeiter, Ber. chem. Ges. 46, 1365f. (1913); 52, 
1606 (1919). 

5) Ber. chem. Ges. 75, 198 (1942). 
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vermutet hatte) unter der Einwirkung der Schwefelséure schon 
friiher beobachtet worden war. 

Es ist ferner versucht worden, weitere Pernitrosoverbindungen 
aus der Gallensiuregruppe herzustellen. Isodesoxybiliansaure- 
oxim, C,,H,,NO, (Formel wie V, nur an Stelle der NOH-Gruppe 
an C’ zwei Wasserstoffatome), Biliobansdiure-oxim, C,,H,,NO, (II) 
und die Nitrooximinohydroxamsiure ©, ,H,,.N,O, (IID) lieferten zwar 
unter den gleichen Bedingungen wie Desoxybiliansiure-oxim Per- 
nitrosoverbindungen, der Umfang der Nitriminbildung war aber 
bei allen drei Sduren verglichen mit dem Desoxybiliansiurederivat 
nur gering, wie sich aus der wenig ergiebigen (“asentwicklung 
beim Zusammenbringen der Reaktionsprodukte mit Natronlauge 
zu erkennen gab. In der Hauptsache wird beim Isobiliansdure- 
oxim und bei den Oximen II und III die NOH-Gruppe durch 
Sauerstoff ersetzt unter Entwicklung von Stickoxydul nach dem 
eingangs gegebenen Schema, z. I’. wohl auch unter Entwicklung 
von Stickstoff (vgl. unten). 

Dagegen reagierte eine andere Verbindung mit einer 12-stin- 
digen NOH-Gruppe, namlich das Dioxim der Dehydrodesoxychol- 
siure (IV) mit salpetriger Saiure unter den bei der Bereitung der 
Pernitrosodesoxybiliansiure eingehaltenen Bedingungen ziemlich 
quantitativ im Sinne einer Nitriminbildung, und zwar bezogen 
auf eine der beiden Oximgruppen, wihrend die andere in eine . 
Ketogruppe iibergefiihrt wird. Man darf wohl annehmen, daB es 
die 12-stindige NOH-Gruppe des Dioxims ist, die in eine Per- 
nitrosogruppe iibergeht, waihrend die 3-standige abgespalten und 
durch Sauerstoff ersetzt wird (unter Entwicklung von Stickoxydul 
oder z. T. auch von Stickstoff). Die 3-stindige Stickstoffgruppe 
befindet sich namlich zwischen 2 Methylengruppen und von der- 
artigen Ketoximen sind bisher Nitrimine nicht erhalten worden, 
die bisher bekannt gewordenen Nitrimine tragen vielmehr die 
N,O,-Gruppe an einem Kohlenstoffatom, in dessen Nachbarschaft 
wenigstens ein tertidr oder quaternir oder doppelt gebundenes 
C-Atom steht. Auch bei den von Benary und Mitarbeitern‘4) 
aus Derivaten des Pyrrolins, N-Methylpyrrolins und des Di- 
hydrothiophens hergestellten Nitriminen befindet sich neben der 
Nitrimingruppe ein doppelt gebundenes C-Atom, das einer Keton- 
gruppe angehért. — Die 7-Ketoximgruppe (vgl. Formel V) von 
Ketoximsiuren der Gallensiurereihe steht in Nachbarschaft zu 
einem tertiiren Kohlenstoffatom und man sollte daher erwarten, 
daB auch diese Gruppe befahigt ist, mit salpetriger Siure eine 
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Nitrimingruppe zu bilden oder aber, wenn letztere leicht zersetz- 
lich, unter Stickoxydulentwicklung in eine Ketongruppe iiber- 
zugehen. Die 7-Ketoximgruppe reagiert aber mit salpetriger Sdure 
in anderer Weise, nimlich unter Entwicklung von Stickstoff, und 
zwar geht sie dabei im Falle der Verbindung V in eine Enol- 
nitratgruppe tber (VI). Am einfachsten kann man sich diesen 
Ubergang nach friiher Gesagten) so erkliren, daB die Ketoxim- 
gruppe durch die salpetrige Siure zunichst zu einer Nitroso- 
gruppe mit benachbarter Doppelbindung dehydriert wird, worauf 
die Nitrosogruppe 2 Molekiile Stickoxyd anlagert unter Bildung 
einer Diazoniumnitratgruppe, die dann ihrerseits sofort unter Stick- 
stoffentwicklung und Bildung der Enolnitratgruppe zersetzt wird: 
>CH—CO=NOH —» >C=C—NO(+2N0) —> eae TS 
| | 


NO 
ad > >C=C—N—O—NO, -—> N,+>C=C—O—NO, 


| W | | 
Die 12-Ketoximgruppe wird bei dem Ubergang von V in VI 
in eine Ketogruppe umgewandelt, zu einem kleinen Teil geschieht 
diese Umwandlung unter Stickstoffentwicklung, fiir die der gleiche 
Mechanismus wie bei der 7-Ketoximgruppe angenommen werden 
kann, mit dem Unterschied, daB die Enolnitratgruppe verseift 
wird, worauf Umlagerung der Enolform in die Ketoform erfolgt. 
In der Hauptsache vollzieht sich aber wohl die Umwandlung der 
12-Ketoximgruppe in die Ketogruppe unter Entwicklung von Stick- 
oxydul nach der eingangs erwahnten Reaktion, wobei als pri- 
mires Produkt eine Pernitrosogruppe angenommen werden kann, 
die alsbald zerfallt. Uberhaupt dirfte ganz allgemein die ge- 
nannte Reaktion in 2 Phasen verlaufen, die 1. Phase fiihrt zum 
Nitrimin, das in bestimmten Fallen bestaindig ist, meist aber in 
der 2. Phase zerfallt: 
1. RR,C: NOH + HNO, —-> RR,C:N,0, + H,O 
2. RR,C:N,0, —»> RR,CO +N,0 
Beiliufig sei daran erinnert, daB die einfachen Ketoxime der Fettreihe 
mit salpetriger Sdure nach einer dritten Reaktionsweise sich umsetzen, 


: : NO® 
niimlich unter Bildung von Pseudonitrolen: RR,C<No,. 


Die neue Pernitrosoverbindung kann nach dem Gesagten mit 
Wabhrscheinlichkeit als 3-Keto-12-pernitroso(xitrimino)-cholansaure 
| ®) Scholl, Ber. chem. Ges. 21, 506 (1888); Schéfer, Ber. chem. Ges. 34, 
1911 (1901). 


° ° ‘ . ma 6 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 276 5) 
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bezeichnet werden; mit Hydroxylamin laBt sie sich zum Aus- 
gangsdioxim oximieren, mit wiBriger Natronlauge zerfillt sie in 
Stickoxydul und Dehydrodesoxycholsiiure (3, 12-Diketocholansiure), 
die gleiche Zersetzung erfahrt sie durch konzentrierte Schwefel- 
siure. — Was die Konstitution der Gruppe N,O, anbetrifit, so 
ist eine endgiiltige Entscheidung zwischen den verschiedenen 
Méglichkeiten noch nicht erzielt. Zu den friither®) angegebenen 
Formulierungen sei noch die (spaitere) Formel von Angeli’): 
>C=N(:0)-NO hinzugefiigt. Diese Formel war infolge eines 
Druckfehlers*) Angelucci zugeschrieben worden. Von den ver- 
schiedenen Formulierungen der Pernitrosoverbindungen haben 
meines Erachtens zwei die meiste Wabhrscheinlichkeit fiir sich: 
die von Hantzsch und Scholl befiirwortete Nitriminformel 
>C=N-NO,, die wohl meist als der zutreffende Ausdruck fir 
diese Verbindungen angesehen wird, und die von Forster und 
_-O 


Mitarbeitern vorgeschlagene Formel CC \N - In der friiheren 
O 


Mitteilung®) war fiir die Pernitroso-desoxybiliansiure wegen ihrer 
leichten Spaltbarkeit in Stickoxydul und Desoxybiliansiure die 
Forstersche Formulierung der Pernitrosogruppe angenommen 
worden. In Anbetracht der grofen Geneigtheit sauerstoffhaltiger 
Verbindungen des Stickstoffs zu intramolekularen Umwandlungen 
laBt sich aber die N,O-Bildung auch aus der Nitriminformel 
leicht erklaren und ich méchte deshalb fiir die Pernitroso-des- 
oxybiliansiure und fiir das neue unten zu beschreibende Per- 
nitrosoderivat der 3,12-Diketocholansiure die Frage nach dem 
Bau der Pernitroso-(Nitrimin-)Gruppe offen lassen und die Gruppe 
in der rein empirischen Form >C:N,0, schreiben. 


C:NOH 3:NOH 
H, C CH, C 
| | | cH,,-cooH | | 
CH, CH, CH C CH, CH, CH C 
CH, y C CH, Cop .0£ 
| | | — / 
boon CH CH, COOH CH CH 
OOH H, CH, 
Desoxybiliansiiure-oxim, C,,H,,NO, Biliobansiiure-oxim, C,..H,,NO, 





*) Atti R. Accad. Lineei (Roma) Rend. (V) 25, I, 7 (1916). 
*) Berichtigt Ber. chem. Ges. 75, 446 (1942). 
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C:NOH C:NOH 
PS: ie CH, CH, bu 
Ii IV 
CH, a Cf, 7 Le 
Cc0- aon © 
how da "xo NO HON: 69° OH CH, 
“ile 
a CH, CH, 
Nitrooximinohydroxamsiure, 3, 12-Diketocholansiure-dioxim, 
C.,H;;N,0, C,,H3.N.0, 
C:NOH CO 


CH, Oo CH, Cy 
wget fi, Uy 
CH,CH,CH ¢ CH, CH, CH So) 


. —— — “= 
COOH C OOH 
| re 1 r 
COOH CH %C:NOH COOH ee es -O-NO, 
CH, CH, a i 
Isobiliansiure-dioxim, C,,H,,N,O. Enolnitrat, C,,H,,NO,, 


Beschreibung der Versuche 


Pernitroso-desoxybiliansaure und konzentrierte Schwefelsaure. 
Bereitung der Pernitrosoverbindung nach der friiheren Mitteilung®). Eine 
kleine, nicht gewogene Probe der Pernitroso-desoxybiliansiiure wurde im 
Girréhrchen (Girungssaccharometer nach Einhorn) mit konzentrierter 
Schwefelsiure zusammengebracht. Es entwickelte sich ein farbloses Gas 
in einer Menge von 1,5 ccm. Als die Schwefelsiure durch Wasser ersetzt 
wurde, verschwand das Gas bis auf 0,3 cem, die offenbar aus Luft be- 
standen, da sich beim Zusammenbringen des Nitrimins mit der konzen- 
trierten Schwefelsiiure die Luft nicht ganz aus dem Apparat hatte ent- 
fernen lassen. — Eine andere Probe der Pernitrosoverbindung (0,2 g) wurde 
in 4cem konzentrierter Schwefelsiure gelést und die Lésung nach Be- 
endigung der Gasentwicklung (nach etwa 30 Minuten) auf Eis gegossen bzw. 
mit Eiswasser versetzt. Die hierdurch erzeugte Fillung krystallisierte man 
aus heiBem Eisessig um: farblose Prismen vom Schmelzp. 295°, der bei der 
Mischprobe mit notorischer Desoxybiliansiure keine Erniedrigung erfuhr. 

Die Herstellung des Isodesoxybiliansiure-oxims C.,H;,NO, 
(Formel wie V, aber an Stelle der NOH-Gruppe am C-Atom 7 zwei Wasser- 
stoffatome), des Biliobansiiure-oxims C,,H,,NO, (IJ) und der Nitro- 
oximinohydroxamsiure C,,H,,N,0, (I) erfolgte nach den frither ge- 
machten _Abgahen %® Uber die Priifung der 3 Oxime mit salpetriger Siure 

7 M. Schenck u. H. Kirehhof, Diese Z. 172, 163 (1927); 186, 274 
(1930); M.Schenck, Diese Z. 223, 263 (1934). — Zur Strukturformel der 
Verbindung IIT vgl. M. Schenck, Diese Z. 268, 55 (1940). 
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unter den bei der Bereitung der Pernitroso-desoxybiliansiure eingehaltenen 
Bedingungen ist oben schon das Wesentliche gesagt worden, die Versuche 
sollen hier nicht niher beschrieben werden. Daf bei den 3 Oximen die 
Pernitrosoverbindungen in den Reaktionsprodukten nur in geringer Menge 
enthalten waren, kann daher riihren, daf die Nitrimine entweder iiberhaupt 
nur in geringem Umfang sich gebildet hatten oder aber nach ihrer Bildung 
gréBtenteils wieder zerfallen waren. Miéglich, daB unter abgeinderten Be- 
dingungen die 3 Pernitrosoverbindungen in gréBerem bzw. quantitativem 
Verhiltnis herstellbar sind. 


Dioxim der 3,12-Diketocholansaure und salpetrige Saure. Die 
Bereitung des Dioxims ist friiher beschrieben worden"). 1g des Dioxims 
brachte man mit 50 cem Eisessig bei gew6hnlicher Temperatur zusammen, 
es blieb dabei ein groBer Teil ungelést. Ohne Riicksicht hierauf zu nehmen, 
gab man 50 ecm van Slykescher Nitritlésung (30 g Natriumnitrit auf 100 eem 
Wasser = 23 °/,) hinzu. Die weiSe Mischung nahm dabei einen bliulichen 
Farbton an unter Entwicklung von nitrosen Gasen. Nach 17—18 stiindigem 
Stehenlassen bei Raumtemperatur wurde diese fast farblos gewordene Lésung 
von dem weiben Bodensatz durch Filtrieren getrennt; der Filterriickstand 
(0,57 g) bestand, wie die Priifung ergab, aus unverindertem Dioxim. Das 
Filtrat versetzte man mit 300 ccm Wasser und erzeugte hierdurch eine 
flockige weiBe Fillung, die nach 11'/, stiindigem Stehenlassen abgesaugt, 
mit Wasser gewaschen, zwischen Filtrierpapier abgepreBt und fiir die 
Analyse und die weiteren Versuche bei gewoéhnlicher Temperatur iiber P.O, 


getrocknet wurde. Ausbeute: 0,25 g oder wenig mehr. Zersetzungspunkt: 
unscharf 120—125°. 


0,1044 g Subst.: 5,4 eem N (19,5°, 759,1 mm). — 0,1194 g Subst.: 6,3 cem 
N (21,5°, 759,7 mm). 


C,,H;,.N.0; Ber. N 6,48 Gef. N 6,03, 6,11. 


Wegen der leichten Zersetzlichkeit des Nitrimins wurde auf Krystalli- 
sationsversuche verzichtet. 


Oximierung des Nitrimins der Diketocholansadure. 0,28 ¢ der 
Pernitrosoverbindung léste man in 11 ccm 96°/,igen Alkohols, gab 0,42 ¢ 
Hydroxylaminhydrochlorid, gelést in 2 cem Wasser, und reichlich 2 ecem 
10°%/,iger wiBriger Natronlauge hinzu und erhitzte die Liésung auf dem 
Dampfbad. Unter Abspaltung von Stickoxydul blieb die Lésung klar; als 
sich nach 2 stiindigem Erhitzen noch nichts ausgeschieden hatte, gab 
man eine kleine Menge von festem Hydroxylaminhydrochlorid hinzu. Das 
Dioxim begann nunmehr, sich allmihlich auszuscheiden; um die Aus- 
scheidung zu beschleunigen wurde noch ein zweiter Zusatz von festem 
Hydroxylaminhydrochlorid gemacht. Nach einer Dauer des Erhitzens von 
insgesamt 2 Stunden 20 Minuten wurde der Versuch abgebrochen und die 
ausgeschiedene krystallinische Masse nach mehreren Stunden abgesaugt, 
mit 70°/,igem Alkohol gewaschen und getrocknet. Ausbeute: 0,22. Das 


10) M. Schenck, Diese Z. 128, 56 (1923); M. Schenck u. H. Kirchhof, 
Diese Z. 180, 115 (1929). 
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Material krystallisierte. man nunmehr aus Eisessig um und trocknete es 
dann fiir die Analyse bei 110°. Der Zersetzungspunkt (unscharf) lag 
bei 200° (fiir das nicht umkrystallisierte, bei der Oximierung der Diketo- 
siure krystallinisch ausgeschiedene Dioxim frither gefunden: unscharf 188 
bis 190°). Mit notorischem, ebenfalls aus Eisessig umkrystallisiertem Dioxim 
(Zersetzungspunkt unscharf 200°) keine Depression. 


0,1802 g Subst.: 7,4 cem N (21,5°, 757,9 mm). 
C,,H,,N,0, Ber. N 6,70 Gef. N 6,57. 


Durch den Oximierungsversuch ist bewiesen, daB sich die neue Per- 
nitrosoverbindung in der Tat von der 3,12-Diketocholansiure ableitet. Man 
hitte auch daran denken kénnen, da’ unter der EKinwirkung der salpetrigen 
Siure aus dem Dioxim unter oxydativer Aufspaltung des Ringes A die 
Pernitroso-desoxybiliansiure entstanden wiire, so wie sich aus dem Dioxim 
unter dem Einflu8 von Salpetersiure (D. 1,4) von Raumtemperatur Desoxy- 
biliansiiure bildet'). 


Pernitroso-dehydrodesoxycholsaure und Natronlauge. 0,12 ¢ der 
Pernitrosoverbindung brachte man in einem Girréhrechen mit 10°/,iger 
wiBriger Natronlauge zusammen. Die Substanz ging dabei unter Gas- 
entwicklung allmihlich in Liésung, es schied sich aber alsbald das in der 
10°/,igen Lauge schwer lésliche stickstofffreie Reaktionsprodukt aus. Nach 
5 Stunden hatte sich in dem Réhrchen eine Gasmenge von 4,3 cem an- 
gesammelt, die sich nicht weiter vermehrte. Als die Lauge durch Wasser 
ersetzt wurde, nahm die Gasmenge bis auf 0,3 eem, die wohl aus Luft be- 
standen, ab. Bei dem Verdiinnen mit Wasser ging das ausgeschiedene 
Reaktionsprodukt allmiihlich in Lésung. Als eine vollstiindig klare (hell- 
braun gefirbte) Lésung entstanden war, wurde diese mit Salzsiiure an- 
gesiiuert, wodurch eine gelbliche amorphe Fiillung erzeugt wurde, die sich 
als stickstofffrei erwies (Verbrennung nach Dumas). — Bei einer anderen, 
im Becherglas ausgefiihrten Probe wurde versucht, die durch Zersetzung 
des Nitrimins in der eben geschilderten Weise erhaltene amorphe Substanz 
in den krystallisierten Zustand iiberzufiihren, es gelang dies jedoch direkt 
nicht. Erst als man das Produkt unter genau den gleichen Bedingungen, 
wie sie bei der Herstellung des Dioxims aus dem Nitrimin eingehalten 
wurden (s. oben), oximierte (Zusatz einer reichlichen Menge von festem 
Hydroxylaminhydrochlorid nach 2 stiindigem Erhitzen) und das so erhaltene 
Dioxim, nach Umkrystallisieren aus Eisessig, durch Erhitzen mit 10°/, iger 
Salzsiiure zerlegte, lieB sich die Diketosiiure aus 70°/,igem Aceton krystalli- 
siert erhalten: Tafeln und flache Nadeln vom Schmelzp. 188—189°, der bei 
der Mischprobe mit notoriseher Dehydrodesoxycholsiure keine Erniedrigung 
erfuhr. 


Pernitroso-dehydrodesoxycholsaure und konzentrierte Schwefel- 
saure. Eine Probe des Nitrimins brachte man mit konzentrierter Schwefel- 
siiure im Girréhrehen zusammen, es bildete sich unter Gasentbindung eine 
braune Liésung; die entwickelte Gasmenge betrug 2 cem und nahm beim 
Ersetzen der Schwefelsiiure durch Wasser bis auf 0,7 ccm, die aus Luft 
bestanden, ab. — 0.25 ¢@ des Nitrimins behandelte man im Reagenzglas 


5 


1\ ’ ¥ yr. . . r ‘ c ¢) 
") M. Sehenck u. H. Kircbhof, Diese Z. 183, 92 (1929). 





Sait ap abstr Sees 


apy ne rica wreiny Sh Yee Baye HTC 


ena 


o 1 NSS Ie 








S6 Martin Schenck, Zur Kenntnis der Gallensiuren 


mit 5 cem konzentrierter Schwefelsiiure und go die braune Lésung nach 
10 Minuten, nachdem die Gasentwicklung beendet war, auf zerkleinertes 
Eis. Die hierdurch entstandene gelbe Fiillung lie® sich auch hier nicht 
direkt in die krystallisierte Form bringen, es gelang dies erst, wie beim 
obigen Versuch mit Natronlauge, nachdem man das Produkt iiber das 
Dioxim gereinigt hatte: aus 70°/,igem Aceton ,,zerrissene Blittchen‘ (Lat- 
schinoff) vom Schmelzp. 188—189°, der bei der Mischprobe mit notorischer 
3,12-Diketocholansiure keine Depression zeigte. Die Menge der bei dem 
Schwefelsiureversuch isolierten reinen Diketosiiure war nur gering. In 
der friiheren Mitteilung®’) ist darauf hingewiesen worden, daf die Per- 
nitroso-desoxybiliansiiure mit Diphenylamin-Schwefelsiure keine Firbung, 
sondern nur Gasentwicklung zeigt, im Gegensatz hierzu firbt die Pernitroso- 


dehydrodesoxycholsiiure das genannte Reagens unter nebenher verlaufender 
Gasentbindung intensiy blau. 
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Untersuchungen iiber den Kreatinhaushalt 
unter den Bedingungen des Héhenfluges 
und seine Beeinflu&barkeit durch Vitamin B, 


Von 


K.-H. Biising und W. Kauff 


(Aus dem Hygienischen Institut der Universitit Marburg/Lahn) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juni 1942) 


Schon in friiheren Untersuchungen iiber die Steigerung der 
Hohenfestigkeit durch verschiedene kreislauf- und stoffwechsel- 
wirksame Substanzen [Pfannenstiel) und Mitarbeiter? **#15)] 
war auch zunachst mehr beilaufig die ziemlich regelmaiBig zu beob- 
achtende giinstige Wirkung gréBerer Vitamin B,-Gaben vor dem 
Hohenversuch bei Kaninchen aufgefallen**). Diese Wirkung des 
Vitamin B, in Ho6henversuchen unter Verfolgung des Kreatin- 
spiegels im Blut naher zu untersuchen, erschien uns im Zusammen- 
hang mit den heutigen Vorstellungen iiber den Ablauf des inter- 
mediiren Kohlenhydratstoffwechsels von besonderer Bedeutung. 


Unter den Bedingungen des Hoéhenfluges ist die Hypoxamie 
wohl die schwerwiegendste Belastung, welche den Organismus trifft. 
Die hierdurch ausgelésten Stérungen lassen sich durch Kreislauf- 
mittel erfahrungsgemi8 nur unvollstindig kompensieren. Die 
Herabsetzung der Sauerstoffspannung im Gewebe fiihrt vor allem 
zu Fehlleistungen des intermediiren Stoffwechsels, wobei ins- 
besondere simtliche oxydativen Prozesse in ihrem Umfang herab- 
gesetzt werden. Fiir den Kohlenhydratstoffwechsel bedeutet das 
vor allen Dingen eine Stérung des oxydativen Milchsiureabbaus 
und der oxydativen Resynthese der Milchsiiure zu Glykogen. Ks 
kommt unter den Bedingungen der Hypoximie zu einem Uber- 
wiegen der anaeroben Glykolyse, zu einer Ansammlung von Milch- 
siure und riickliufig auch zu einer Anhaufung von Brenztrauben- 
siiure. Bei Mangel an Vitamin B, muB gerade diese Anhaufung der 
Brenztraubensiiure noch eine Verstiirkung erfahren. Die Rolle des 
Vitamin B, im Kohlenhydratstoffwechsel der tierischen Lebewesen 
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beschriinkt sich aber nicht allein auf ihre Funktion als Co-Carb- 
oxylase, sondern weit bedeutungsvoller scheint ihre Funktion im 
Kohlenhydratstoffwechsel als Co-Phosphorylase zu sein [Jung5)]. 
Der normale Abbauweg des Glykogens bzw. der Glucose verlauft 
nach dem Schema von Embden und Meyerhof iiber eine Kette 
von Phosphorylierungen, an welchen eine gréBere Anzahl wichtiger 
Ubertragersysteme beteiligt sind. An allen diesen Phosphorylie- 
rungen dirfte naturgemiB die Co-Phosphorylase (Aneurinpyro- 
phosphat) maBgeblich beteiligt sein. 


Im Sinne des von Brentano®) inaugurierten Symptomen- 
komplexes kommt es bei Stérungen des intermediaren Kohlen- 
hydratstoffwechsels, gleichviel welcher Ursache, zu dem gemein- 
samen Symptom der Kreatinurie. Die Abnahme des Glykogens in 
der Muskulatur und die gestérte Resynthese desselben aus Milch- 
sdure unter Sauerstoffmangel ist auch stets begleitet von einer 
gleichzeitigen Abnahme der Kreatinphosphorséure im Muskel, 
an Stelle dessen tritt freies Kreatin im Muskel, im Blut und schlieB- 
lich auch im Urin auf. Dies bedeutet nicht allein einen erhéhten 
Stickstoffverlust fiir den Gesamtbestand des K6rpers, sondern 
vor allem auch den Verlust gréSerer Mengen einer funktionell 


wichtigen Ubertrigersubstanz im intermediaren Kohlenhydratstoff- 
wechsel. 


Die hier in Frage stehende physiologisch-chemische Reaktion, 
welche sowohl bei Sauerstoff- wie auch bei Vitamin B,-Mangel 
Schaden leidet, ist vor allem die Resynthese des beim Kohlen- 
hydratabbau frei gewordenen Kreatins zu Kreatinphosphor- 
siure. 


Es kommt daher zum Auftreten von Kreatin im Blut bzw. zu 
einer vermehrten Kreatininausscheidung im Harn. Das Auftreten 
der Kreatinurie neben den iibrigen Symptomen des Brentano- 
schen Symptomenkomplexes findet sich nicht nur unter den 
auBeren Bedingungen der Anoximie, sondern nach Kindler’) auch 
bei Basedow, Kreislaufdekompensation, kérperlichen Uberanstren- 
gungen, Vergiftungen, Infektionskrankheiten, experimentellem und 
klinischem Nebennierenrindenausfall, bei Alkoholikern und schlieB- 
lich auch bei Vitamin B,-Hypo- und Avitaminosen. Besonders 
beachtenswert ist die Feststellung von Haldi und Bachmann’) 
sowie von Hobsen’), daB durch kohlenhydratreiche Kost durchaus 
regelmabig eine Kreatinurie hervorgerufen werden kann. Ganz 
analog fuhrt auch Vitamin-B,-Mangel zu einer Erhéhung der Harn- 
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stickstoffausscheidung [Sandberg und Mitarbeiter!)]. Es lagt 
sich somit ganz allgemein feststellen, daB die gleichen Faktoren 
welche eine Vitamin B,-Hypovitaminose férdern, auch die Ursache 
der Kreatinanhéiufung bzw. -ausscheidung darstellen, oder anders 
ausgedriickt, daB sowohl Sauerstoff- wie Vitamin-B,-Zufuhr den 
Kohlenhydratstoffwechsel gleichsinnig beeinflussen, nimlich im 
Sinne der aeroben Resynthese des Glykogens aus Milchsiure. 
Wihrend Sauerstoffzufuhr den energetischen Anteil an dieser 
Leistung darstellt, ist das Vitamin B, das kinetische Moment in 
diesem System. Ks konnte daher vermutet werden, da die physio 
logische Resynthese des Glykogens nicht allein durch Sauerstoff- 
zufuhr wieder auf ihren normalen Stand gebracht werden. kann- 
sondern daf bis zu emem gewissen Grade auch alleinige Vitamin B,- 
Zufuhr zu einer Normalisierung des Stoffwechsels bei gleichzeitigem 
Sauerstoffmangel beitragen kénnte. Zur Klarung dieser Frage 
stellten wir die nachfolgenden Versuche an. 


Zur Durchfiihrung von Héhenversuchen an Kaninchen benutzten wir die 
von Dérholt?) angegebene Unterdruckkammer. Sie besteht aus einer liegenden 
Glasglocke, deren Boden durch einen mit Gummidichtung und 4Fliigelschrauben 
versehenen Holzdeckel verschlieBbar ist. Das Halsstiick dient zur Aufnahme 
eines dreifach durchbohrten Gummistopfens, und zwar fiir die Zufuhr von 
Frischluft und fiir die Anschliisse zum Manometer und zur Vakuumpumpe. 
Dieser Unterdruckkammer wird ein Windkessel vorgeschaltet in Gestalt einer 
zweiten auf geschliffener Glasplatte stehenden Glasglocke. Dieser Windkessel 
dient der feineren Regulierung der Frischluftzufuhr und zum Ausgleich der 
durch die Atmung der Tiere auftretenden Druckschwankungen. 

Die Kontrolle des Kreatinstoffwechsels wurde an Hand von Blutunter- 
suchungen verfolgt. Die Bestimmung des Kreatins im Blut erfolgte nach der 
Methode von Lieb und Zacherl!"!”) unter, Beriicksichtigung der kritischen 
Einwendungen von Folin!*); und zwar bestimmten wir jeweils lediglich das 
Gesamtkreatinin; (Kreatin + Kreatinin). 

Js war beabsichtigt, den Gesamtkreatininspiegel des Blutes 

= a Sade 1 - 
vor dem Héhenversuch, sofort nach dem Héhenversuch, ?/, Stunde 
nach dem Héhenversuch und schlieBlich 1 Stunde nach dem Hohen- 
versuch festzustellen. Daher galt es zunichst nachzuweisen, ob 
. — . j “i y Yar 1 » y a 
durch die hiufigen Blutentnahmen allein etwa schon eine Ver 
ee > ; 1° ° ~ “4 r “4 1a iy y air € 
inderung des Kreatininspiegels auftrat. Die zu diesem Zweck an 
6 Kaninchen durchgefiihrten Vorversuche ergaben jedoch, dab 
durch die in den genannten Zeitabstaénden vorgenommenen Blut- 
entnahmen keine nennenswerten Verinderungen im Gesamt- 
kreatininspiegel ausgelést werden. Die Werte lagen vielmehr 
* . vie . " i ré ‘ _0 & ws - 
ziemlich konstant bei einer Menge von etwa 2,1 mg-°/o Gesamt 
kreatinin (vgl. Tab. J). 
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Tabelle I 




















Tier 1. Blut- Nach Nach Nach 
Nr. entnahme 1 Stunde 11/, Stunden 2 Stunden 
1 
463 1,9 1,9 2, 1,9 
460 2,1 2,1 2,1 2,2 
- 467 2,2 23 2,2 2,3 
465 2,0 2,2 2,0 2,1 
47] | 1,9 2,0 1,9 2,1 
459 2,0 2,1 2,1 2,1 
Durchschnitt | 2,0 | 2,1 | 2,05 | 2,1 


In weiteren Vorversuchen wurde festgestellt, wie sich der 
Gesamtkreatininspiegel im Blut bei normalen Tieren und solchen, 
die entweder mit Vitamin B, oder Traubenzucker vorbehandelt 
waren, verhielt. Die Vorbehandlung geschah in der Weise, daB die 
betreffenden Kaninchen an drei aufeinander folgenden Tagen tig- 
lich entweder 2 mg Vitamin B, (=1 ccm Benerva ,,Roche‘) sub- 
cutan oder 5 ccm 50°/,ige Traubenzuckerlésung intravend6s injiziert 
erhielten. Aus diesen Vorversuchen ging eindeutig hervor, dab 
stets die mit Traubenzucker vorbehandelten Tiere die hédchsten 
Kreatinwerte aufwiesen, und zwar durchschnittlich (aus insgesamt 
12 Versuchen) 2,75 mg-°/,. Im Blut der Normaltiere fanden sich 
durchschnittlich (aus insgesamt 12 Versuchen) 1,8 mg-°/, und in 
dem der Vitamin B,-Tiere durchschnittlich (aus insgesamt 12 Ver- 
suchen) 1,3 mg-°/) Gesamtkreatinin. 


Fiir die Héhenversuche setzten wir 12 Kaninchen an, die in 
3 Gruppen zu je 4 Tieren eingeteilt wurden. 


Die erste Gruppe (Tier Nr. 462, 467, 468, 469) kam zundchst 
nach 8tagiger Vitamin B,-Vorbehandlung in den Hohenversuch ; 
nach rund 3 Wochen, wahrend welcher die Tiere keinerlei spezielle 
Behandlung erfuhren, wurde der Héhenversuch an ihnen wieder- 
holt; nach wenigen Tagen schlossen wir eine Traubenzucker- 
vorbehandlung an, nach welcher die Tiere wiederum dem Héhen- 
versuch ausgesetzt wurden. 


Die zweite Gruppe (Tier Nr. 454, 455, 460, 463) kam zu- 
nichst ohne jede Vorbehandlung in den H6henversuch. Nach 
1 Woche wurde eine Vitamin B,-Vorbehandlung eingeleitet und 
anschlieBend wiederum ein Hoéhenversuch ausgefiihrt. Nach einer 
weiteren Woche kamen dieselben Tiere nach 3tigiger Trauben- 
zuckervorbehandlung abermals in den H6henversuch. 
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Reihenfolge der Vorbehandlung: 
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Tier Vor- 
behand- 
lung 


467 | Vitamin 
B, 


nicht 
vorbeh. 


zucker 


469 | Vitamin 
B, 


nicht 
vorbeh. 
Trauben- 
zucker 


468 | Vitamin 
B, 
nicht 
vorbeh. 


Trauben- 
zucker 


462 | Vitamin 
B, 


nicht 
vorbeh. 
Trauben- 
zucker 


Vitamin B, — unvorbehandelt — Traubenaucker 
Wann vor- Tag d. Parcantons. Gesamtkreatinin i in mg- "fo 
behandelt | Vers. | .> Ima a 
: | sa v.Vers.|E.d.V. v.Vers. gl. n. LN. le St. | St. 
3. 2., 4.2 | z + m= 
u. 5. tal. | | | 
2 mg 6.2.] 740 | 193 | 1,2 | 1,7 | 22 | 19 
20.2.| 745 | 19 | 16 | 1,9 | 25 | 2 
24. 2., 25. 2. | | | 
u. 26. 2. tgl. | | | 
2 5 g Trbz. 27. 2.] 753 | 210 2,5 2,9 | 3,8 | 3,0 
7.2., 9.2 | | 
u. 10. 2 | 
tel. 2mej11.2.}] 740 | 179 1,0 1,6 i 1,4 
19.2.) 747 180 2,1 2,3 2,8 2,5 
23.2., 24.2 
u. 25. 2 
2,.5¢@ tol. | 26.2 748 190 | 2, 5 3 2 4,6 34. 
7. %., &%. 
u. 10. 2. 
tel. 2 mg | 11. 2 740 163 1,0 18 | 2,4 1,6 
19.2.1 745 | 1795 | 1,9 | 2,2 | 28 | 2,1 
23.2., 24.2. 
u. 25. 2. | 
tel. 2,59 | 26.2 748 180 2.3 3.0 | 3,8 2,5 
| Pa in 
7%, && | | | 
tel. 2me@ ]1l.2.] 740 | 185 ie am: | 1,8 
20.2.| 745 1890 | 17 | 24 | 28 | 2,6 
24.2., 25.2. | | 
u. 26. 2 
tol. 2.5 ¢ | 27.2.) 753 190 2,8 3,5 4,2 3,1 





Trauben- |: 






































Durchschnittswerte des Gesamtkreatinins aus Tab. IL 





Vorbehandlune 


V itamin B, 


Nicht vedio hande it 


Traubenzucker 





v. Vers. 


Ge samtkreatinin in mg-‘ “lo 


1.8 29 1,6 
29 27 2,0 
3,15 4.1 3,0 


gl. n. Vers. | ‘le Std. a. Std. 
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Tabelle Iil 
Versnchsgruppe 2. Reihenfolge der Vorbehandlung: 
unvorbehandelt — Vitamin B, — Traubenzucker 
Tier b ba wann vor- | Tagd.} Barometerst.| Gesamtkreatinin in mg-°/, 
ehand- h , —— ennai - 
-*handelt | Vers. > y ; - 1+“ 
Nr. lung be ‘ v.Vers.|E.d.V.|v.Vers.'gl.n.V.' 1/,St. | 1 St. 
155 nicht 
vorbeh. a 3 750 302 1,4 2,8 3,8 y By - 
Beim 2. Héhenversuch im Kollans verendet 
463 | nicht | 
vorbeh. 4.2.1 %39 250 16 | 2,4 2.8 2,0 
Vitamin | 9.2., 10.2. | 
B, “. BF. 
tel. 2mg | 12.2.}] 745 187 16 | 2,1 2,4 20 
Trauben- | 16.2., 17.2. 
zucker u. 18.°2. | 
2.5¢ tel. | 19.2.] 747 225 3.2 3,4 3,9 | 3,6 
454 nicht 
vorbeh. 5.2.1 756 220 1.6 2,4 2.6 1,8 
Vitamin | 9.2. 10.2. 
B, “ 5h oe 
tel. 2 mg | 12.2.| 745 175 1.6 2,2 2.6 1.8 
Trauben- | 17.2., 18.2. | 
zucker u. 19. 2. 
tg]. 2.59 | 20.2.) 740 190 2,1 2,5 | 3,6 2,4 
460 | nicht | | | 
vorbeh. 4.2.1 739 200 2,0 | 2,8 | 3,1 | 2,5 
Vitamin | 9.2. 10.2., | 
B, u. 11. 2. | 
tgl. 2mg | 12.2.] 745 200 Lf | 2,8 | 2,7 2,5 
Trauben- | 17.2., 18.2. 
zucker u. 19. 2. 
te]. 2,5 ¢ | 20.2.] 740 | 200 2,5 3,2 3.8 3,3 
Durchschnittswerte des Gesamtkreatinins aus Tab. III 
Gesamtkreatinin in mg-°/, 
Vorbehandlung : —_ 
v. Vers gl. n. Vers. 1/, Std. 1 Std. 
Nicht vorbehandelt ® 2,5 2,8 33 
Vitamin B, - 1.6 2,3 2,55 2,1 
Traubenzucker 2.6 3,0 3.8 32 
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Tabelle IV 
Versuchsgruppe 3. Reihenfolge der Vorbehandlung: 




















Traubenzucker — unvorbehandelt — Vitamin B, 
Tier} _ Vor- | wann vor- | Tag d.| Barometerst. Gesamtkreatinin in mg-°/ 
behand- , SEAT RE Tei : 
Nr. any behandelt | Vers. ty 


v.Vers. B.d.V.|v.Vers.|gl.n.V.| 1/,8t. | 1St. 























471 | Trauben- }12.2., 13. 2. 
zucker u. 14, 2. 
tgl. 2.59 | 15.2.] 745 215 3.2 | 38 4.8 4,2 
nicht | 
vorbeh. 24.2.1 744 210 1,9 | 2.5 2.8 yr 
Vitamin |27.2., 28.2, | 
B, u. 1. 3. 
ssid tet. 2mg ] 2.3.] 749 | 200 | 0,9 | 14 | 2,0 | 1,6 
465 | Trauben-{12.2., 13. 2. | | 
zucker u. 14. 2. | 
tel. 2,5¢ | 15.2.1 745 | 200 4,2 4.6 | 5,0 4.4 
nicht | | 
vorbeh. 24.2.] 744 | 185 2,0 2,5 | 2,8 2,2 
Vitamin }27.2., 28.2. | | 
B, u. 1. 3. | 
tgl. 2mg | 2.3.] 749 | 180 | 1,0 | 1,4 | 1,7 | 15 
Ni nde A thos enieton meeencinl Se ae anton eee 
459 | Trauben- }13.2., 14. 2. | | | 
zucker u. 15. 2 
tzl. 2,6g¢ | 16.2.] 757 200 2.8 3,4 4,8 3,6 
nicht | 
vorbeh. 25.2.] 746 205 1,6 2,1 3.3 1,9 


Vitamin |28. 2., 
B, u. 








461 | Trauben-|13.2., 14.2. | | | 
zucker u. 15. 2. 




















nicht | 
vorbeh. 25.2.] 746 | 200 a 1 2,4 1,9 
Vitamin 28. 2., 1. 3. | | 
B, u. 2. 3. | | 
tgzl. 2mg] 2.3.] 749 | 180 16 | 1,8 2,1 1,9 


Durchsehnittswerte des Gesamtkreatinins aus Tab. IV 











Gesamtkreatinin in mg-°/, 
cat Bi ciceciennscecia ener aie comnancientes 
v. Vers. | gl. n. Vers. 1/, Std. 1 Std 
Traubenzucker . . 3,15 3.75 4,6 3,7 
Nicht vorbehandelt 1,8 2,25 2.55 2,0 ) 
Vitamin B,. 1.2 1,6 2,0 1,7 
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Die dritte Gruppe (Tier Nr. 459, 461, 465, 471) wurde zu- 
nichst mit Traubenzucker vorbehandelt und dann dem Hoéhen- 
versuch ausgesetzt. Wihrend der folgenden 9 Tage erfuhren diese 
Tiere keine spezielle Behandlung und kamen alsdann wiederum in 
den Héhenversuch. Nach einigen Tagen wurde eine Vitamin-B,- 
Vorbehandlung begonnen und nach weiteren 3 Tagen der Hohen- 
versuch angeschlossen. 

Der Hoéhenversuch erfolgte jeweils derart, daB das betreffende 
Tier im Laufe von 45—60 Minuten bis auf een Unterdruck von 
rund 200 mm Hg gelangte. Die Luftverdiinnung wurde stets so 
weit getrieben, bis das Tier kollabierte, alsdann rasch fur Druck- 
ausgleich gesorgt, worauf sich die Tiere stets schnell erholten. (Nur 
in einem Falle gelang es nicht, das unter tonisch-klonischen 
Kraimpfen kollabierte Tier vor dem Verenden zu bewahren; vel. 
Tab. ITI, Tier Nr. 455.) Bei Abbruch eimes jeden Unterdruck- 
kammerversuches wurde der Barometerstand an der Unterdruck- 
kammer abgelesen, um den etwaigen Einflu8 der Vorbehandlung 
auf die Hohenfestigkeit festzustellen. Nach AbschluB des Hohen- 
versuches entnahmen wir den betreffenden Kaninchen sofort eine 
Blutprobe zur Gesamtkreatininbestimmung aus der Ohrvene; 
weitere Blutentnahmen folgten 4/, und 1 Stunde nach dem Hohen- 
versuch. Die nach dem H6henversuch gefundenen Gesamt- 
kreatininwerte wurden alsdann mit dem unmittelbar vor dem 
Hohenversuch gefundenen Wert verglichen. 

Der Eimflu8 des Sauerstoffmangels im Héhenversuch besteht, 
wie die nachfolgenden Tabellen und Figuren zeigen, in einem 
durchaus regelmaBigen Anstieg des Gesamtkreatininspiegels im 
Blut, der stets 1/, Stunde nach dem Versuch seinen Héhepunkt 
erreicht, um nach etwa 1 Stunde fast bis zum Ausgangswert 
zuruckzukehren. Die Versuchsergebnisse aus allen 8 Gruppen 
zeigen ein vollig identisches Bild: Vitamin B,-Vorbehandlung fiihrt 
zu emem Absinken des Kreatininspiegels (Kreatin + Kreatinin) 
und zu emer Abflachung des Kurvenverlaufs nach anschlieBendem 
Hohenversuch. Traubenzuckervorbehandlung hat einen betricht- 
lichen Anstieg des Kreatininspiegels zur Folge; nach dem Héhen- 
versuch ergibt sich eine steile Gipfelbildung im Kurvenverlauf. — 
Unterschiede zwischen den 3 Gruppen sind insofern vorhanden, 
als der Kreatininspiegel bei Gruppe 8, welche zuerst mit Trauben- 
zucker vorbehandelt worden war, die weitaus héchsten Kreatinin- 
werte aufwies, wihrend die Tiere der 1. und 2. Gruppe, welche 
vor mehr oder weniger langer Zeit bereits einen Versuch nach 
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Vitamin B,-Vorbehandlung hinter sich hatten, bei der spateren 
Traubenzuckervorbehandlung keinen so exzessiven Gesamt- 
kreatininanstieg erkennen leBen. Es kann angenommen werden, 


daB diese Erschemung auf die von dem fritheren Versuch noch 
vorhandenen Vitamin B,-Reserven zuriickzufithren ist. 


Der Einflu8 der Vorbehandlung mit Traubenzucker bzw. mit 
Vitamin B, auf die Hdéhenfestigkeit besteht gegeniiber un- 
vorbehandelten Tieren stets in einer Steigerung der Hohenfestig- 
keit. Die unvorbehandelten Tiere kollabierten im Durchschnitt bei 
emem Unterdruck von 215mm Hg (entsprechend 9500 m); 
Traubenzuckervorbehandlung lieB die Tiere durchschnittlich einen 
Unterdruck von 210mm Hg ertragen (entsprechend 9700 m); 
durch Vitamin B,-Vorbehandlung wurde eine Steigerung der 


Hohenfestigkeit auf emen Unterdruck von 200mm Hg (ent- 
sprechend 10000 m) erreicht. 


Diese Beobachtungen zeigen somit, da sowohl durch Ver- 
starkung des energetischen (Traubenzucker) wie auch des kineti- 
schen (Vitamin B,) Stoffwechselanteils eine Leistungssteigerung zu 
erzielen ist. lm Zusammenhang mit den bei Arbeitsleistung statt- 
findenden Veréinderungen des Kreatinhaushaltes ergibt sich aber, 
daf die durch einseitige Belastung des Kohlenhydratstoffwechsels 
erreichbare Leistungssteigerung eine unphysiologische ist, da mit 
ihr intermediaire Verwertungsst6rungen einhergehen. Vitamin-B,- 
Zufuhr dagegen erméglicht auf physiologischen Wegen eine Aus- 
schépfung vorhandener Kraftreserven, welche nicht von funk- 


tionellen Stérungen der dabei beteiligten Ubertriigersysteme be- 
gleitet ist. 


Zusammenfassung 


1. Traubenzuckerbelastung bewirkt einen Anstieg des Blut- 
kreatins (Gesamtkreatinin). 


2. Vitamin B,-Zufuhr fiihrt zu eimem Absinken des Blut- 
kreatinspiegels (Gesamtkreatinin). 

3. Die durch Sauerstoffmangel auslésbare Steigerung des 
Blutkreatinspiegels (Gesamtkreatinin) wird durch Traubenzucker- 
belastung noch verstirkt, durch Vitamin B,-Zufuhr vermindert. 


4. Traubenzucker und Vitamin B, haben eimen begiinstigenden 
KinfluB auf die Héhenfestigkeit. 
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